Study of the drug metabolic activities in neonatal period by 中村, 裕義 et al.
新生児期 の薬物偲謝髄を三関ずる研究 .
- C Y P3 A謄髄を中心を= -
2 0 0 3年
中 村 裕 義
目 次
序 論 ｡ - - - - - - ｡ - - - - - ･ - - - - 5
第E章 C Y P3 A 4と C Y P3 A7の基質特異性の差異 - ｡ - - ･ - 7
第 一 節 発現 C Y P3A 4と C W 3A7 の薬物代謝活性の 比較 ･ ･ ･ ｡ ｡ - ｡ 1 0
ト1-1 実験方法 ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ･ ｡ I ･ ｡ ･ - ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ･ ･ ･ 10
1-1- 1- a
i- 1- 1- b
1-1- 1- c
1- 1- 1- d
1- 1 - 1- e
1- 1- 1- f
1-1- 1- g
1- 1- 1- h
ト1-2 結果
1-1- 2- a
l- 1- 2- b
l-1- 2 - c
実験材料および試薬 ｡ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ 10
カルバ マゼ ピン 10,l l- エ ポキシ化酵素活性測定法 ｡ - ･ 1 0
ネ ビラ ピン水酸化酵素活性測定法 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ 11
トリ アゾラム水酸化酵素活性測定法 - - ･ ｡ - - ｡ 1 2
エ リス ロ マ イシ ン 八卜脱メチル化酵素活性測定法 ｡ ｡ ･ ･ ｡ 12
ゾニ サ ミ ド還元酵素活性測定法 - - - ･ ･ ｡ - ･ ｡ 1 3
チ トク ロ ー ム b5添加 によ る影響 ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ 14
反応速度論的解析法 ｡ ｡ ｡ ｡ - ｡ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ 14
C Y P3A 4と C Y P3A 7の 各種薬物代謝活性の 比較
反応速度論的検討 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ ･ ･ ･
チ トク ロ ー ム b5添加 に よる影響 ･ I ･ ･ ･ ･
第二 節 発現 CY P3 A4 と C Y P3 A 7の 内因性ス テ ロイ ド代謝酵素活性
の 比較 ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ｡ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
ト2- 1 実験方法 ･ ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
1 - 2- 1- a
1- 2- 1- b
1- 2- i- c
1- 2- 1- d
i-2- i- e
1- 2- i- i
1- 2- 1- g
ト2- 2 結果
1-2- 2- a
実験材料および試薬 ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･
テス トス テ ロ ン,6β
- 水酸化酵素活性測定法
コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化酵素活性測定法 ･
デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 16α - 水酸化
酵素活性測定法 ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 3- 硫酸
16(x - 水酸化活性測定法 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
T17
･ 17
｡ 17
･ 18
･ 27
･ 27
･ 27
･ 2 7
･ 2 8
･
'
･ ｡ ･ ･ I ･ 2 9
ア ン ドロ ステ ン ジオ ン 6β一 水酸化酵素活性測定法
反応速度論的検討 - -
.
･ - ･ - ･ -
○ ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●
C Y P3 A 4 と C Y P3A 7の 各種内因性ステ ロイ ド
代謝酵素活性の 比較 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
･ 29
･ 3 0
･ 3 1
･ 3 1
･ 3 1
ト2-2- b 反応速度論的検討 ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ･ ｡ ｡ - ｡ ｡ ｡ - ｡ 3 1
第三節 考察 ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ 40
策四節 小括 ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ 42
第H章 内因性ステ ロイ ドの C Y P3 A活性に及ぼす影響 ･ - - 43
第 一 節 発現酵素に よる検討 ･ ･ - ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ - 1
2 - ト1 実験方法 ｡ ･ ｡ ｡ ｡･･ ｡ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ｡ ･ ･
2 - 1- 1- a 実験材料および試薬 ｡ - ｡ ｡ - 一
2- ト トb 各種内因性ス テ ロ イ ドを用 い た添加実験 ･
一2- 1- 2 結果 ｡ ｡ ｡ I A ･ I ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ｡ ｡ -
2 - ト2- a 内因性ステ ロイ ドの 各種薬物代謝酵素活性
に及ぼす影響 ｡ ｡ ･ ･ ･ ･ ｡ ｡ ｡ - ｡ .
2 - ト2- b 反応速度論的検討 ｡ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ｡
第二 節 ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ - ム に よる検討 ･ ｡ ｡ ｡ ｡ I
2 - 2- 1 実験方法 ｡ ｡ ｡ ･ ･ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ･
2 - 2- ト a 実験材料および試薬 ･ ｡ ･ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ｡ q
2 1 21 11 b 代謝酵素活性測定法 ･ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ .
2 - 2- ト c 各種内因性ス テ ロ イ ドを用 い た添加実験 ･
2-2- 2 結果 ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ･ ･
2 - 2- 2- a 内因性ス テ ロ イ ドの 各種薬物代謝酵素活性
に及ぼす影響 ･ ･
2- 2- 2- b 反応速度論的検討
第三節 胎児肝ホ モ ジネ - トによる検討 ･ ｡ ･ ･ ･ - ･ - ｡
2 - 3- 1 実験方法 ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ･
2 1 3- ト a 実験材料および試薬 - ･ ｡ ｡ ｡ - ｡ ｡ ｡ ｡ ｡
2 - 3- トb 代謝酵素活性測定法 ｡ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ｡
2 - 3 - 2 結果 ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ｡ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ I ･ ･ ｡ ･ ･
2 - 3- 2- a 胎児肝ホモ ジネ ー トによる C BZ 10,1ト エ ポキシ
化および コ ルチゾ - ル 6β一 水酸化酵素活性
に及ぼす DH E A-S の 影響 ･ ･ ･ ｡ ･ ｡ ｡ - ･
2 - 3- 2- b 胎児肝ホモ ジネ - トによる DH E A- S 16a 一 水酸化
酵素活性に及ぼす C BZお よび コ ルチゾ - ル の 影響
｡ 4 4
｡ 4 4
｡ 4 4
｡ 44
｡ 47
｡ 47
｡ 4 8
B 6 2
｡ 6 2
｡ 6 2
｡ 62
｡ 62
｡ 63
｡ 63
｡ 6 4
･ 6 9
｡ 6 9
｡ 6 9
･ 69
｡ 69
｡ 6 9
｡ 70
第四節 考察 ｡ ･ ･ ｡ ･ ｡ ｡ - ｡ ｡ ｡ ｡ ･ - ･ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ I ｡ ｡ ｡ 72
第五節 小括 ･ ･ - ･ ･ - ｡ ･ ｡ ｡ ･ - ｡ ｡ - ｡ ･ ｡ ｡ - - ｡ 7 7
第川章 出生後の尿中ス テ ロイド代謝物の変動 - - - - - ･ 7 8
1
第 一 節 尿中6β一 水酸化 コ ルチゾ ー ル/ コ ルチゾ - ル比
の 出生後 の変動 ･ ･ - ｡ ｡ ･ ｡ ･ ｡ ｡ - ｡ ･ ｡ I ｡ ･ ･ - ｡ 7 9
3-1- 1 実験方法 ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ - ･ - ･ ｡ ｡ ･ - ･ 7 9
3-1- 1- a
3- i- 1 - b
3 - i- 1- c
3- 1- 1 - d
3- ト2 結果
3-1- 2- a
3- 1- 2- b
実験材料および試薬 ｡ ｡ - ･ -
尿 中6β- 水酸化コ ルチゾ - ル の 定量法
尿中コ ルチゾ - ル の定量法 ｡ - ･ I
デ ー タ解析法 - ･ ･ ｡ ･ - ･ ･ .
出生時 の尿中6β- O H F/C 比 ･ ･
出生後の 尿 中6β- O H F/C 比の 変動
第二節 尿中16c r水酸化 DH E A/ ク レアチ ニ ン比の 出生後の変動
3-2- 1 実験方法 ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
3- 2- ト a 実験材料および試薬 ｡ ｡ ･ - ･ ｡ - ｡ ･ ･ ｡
3 - 2 - トb 尿中 16α - 水酸化 DH E Aの 定量法 ･ ･ ･ - ｡
3 - 2- 1- c 尿中クレアチ ニ ンの 定量法 ･ ･ ･ - ･ ｡ ･ ･ ･
3 - 2- 2 結果 ･ ･ ･ ･ ｡ ｡ ｡ ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ｡ ･ ｡ ･ ･ I ･ ･ ･
第三節 尿中ス テロ イ ド代謝物の 出生後 1年間 の変動 - -
3- 3- 1 実験方法 ｡
.
･ - - - - - ･ - ･ - ･
3 - 3- ト a 実験材料および試薬 ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - ･
3 - 3- 1- b 尿中ス テ ロ イ ドおよびそ の 代謝物の定量法 ･ ･
3- 3- 2 結果 ･ ･ I ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ｡ ･ ｡ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
3 - 3- 2- a 出生後の 尿 中6β- O H F/C 比の 変動 ･ - -
3- 31 2- b 出生後の 尿中16α - 水酸化 D H E A/C R E比 の変動
｡ 79
｡ 7 9
･ 80
･ 80
･ 82
｡ 82
･ 82
｡ 85
｢85
｡ 85
･ 85
･ 85
･ 86
｡ 88
･ 88
･ 88
･ 88
･ 8 8
･ 8 8
･ 8 8
第四節 考察 ｡ ･ ･ ･ ･ - ･ - ･ ･ I ･ - - ･ - - - ･ I ･ 9 1
第五節 小括 - - - - - ･ -
.
- - - ･ - - - - 9 5
総 括 ･ - ｡ - - ･ - - ･ ･ - ･ ∴ - - - - - - 96
参考文献 - ｡ - - - - ｡ - - - - - - - ｡ - - 98
主論文目録 - - - ･ - - ･ - - ･ - - ｡ - - ｡ - 1 0 4
謝 辞 ｡ ｡ ｡ ｡ ｡ - ｡ - ｡ ･ ｡ - - ･ ｡ ｡ - - - - - ｡ 1 0 5
主査 也 副査名 - ･ - ｡ ｡ ｡ ｡ - - ｡ ｡ - ｡ ｡ - - - - ｡ 10 6
序 論
新生児期は薬物代謝能が大きく変化す る時期 と考えられ ､ こ の 時期に肝代謝型薬
物を使用す る際に は ､ 薬物代謝酵素活性の変化を考慮した慎重な投与が望まれ る ｡
しかしなが ら､ 新生児期 の薬物代謝能に関す る知見は極めて 乏 しく ､ 薬物代謝能が
出生後どの ように変動す るか に つ い て は不明瞭な部分が多い の が現状 で ある o
.
こ れ
まで に ､ 新生児 の 薬物体内動態が十分理解されない まま薬物が使用され て 問題 にな
つ た事例として , ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル に よる gr ay syndr o me (1) やサル フ ァ 剤
に よる核黄痘 (2) など枚挙にい と まがなく , 現在の 新生児 に対する薬用量設定 には
理論的背景が不足して い る と言える ｡ 事実 ､ 医療用 医薬品添付文書 の ｢小児等 へ の
投与+ の 項 目も
"
小児 に対する安全性は確立され て いない
”
と記載 して い る もの が
大半で ある ｡
薬物代謝 に関与する酵素として ､ ヒ ト肝 ミク ロ ゾ - ム画 分に存在す るチ トク ロ ー
ム P450(CY P) は最も重要な酵素の ひ と つ で ある o C YPはその 一 次構造の相同性
から様々 な分子種に分類されて お り (3)､ ヒ トにお ける薬物代謝 に ほ ､ C Y PIA 2､
C W2C9､ C Y P2 C 19､ C Y P2 D 6､ C YP3 A 4が主 に関与する . そ の 中で ､ C Y P3A分
子種は∴動物種によ っ て そ の 一 次構造 が異なる だ けで なく ､ 同 一 の 生物にお い て も
複数の分子種が存在し､ 分子種間 で の 基質 に対する反応性にも相違があ る こ とが示
されて い る o 3 Aサブ フ ァ ミ リ ー に属す る ヒ トの酵素 として C W 3A 4の 他に､ ヒト
成人肝の 約 20 % で発現して い る とされ る C Y P3 A 5(4ニ7)､ 胎児特異的とされ る
CY P3A7 (8-l l)､ さ ら に､ 男性生殖器 で 主 に発現して い る と言わ れ る C Y P3A 43
(12-1 4) が ある . 胎児期にお い て は､ C W3A 7が ヒ ト胎児肝で最大 50%を占める
主要な C Y P分子種で あ る こ とが知 られて おり ､ C Y P3A 4は存在しな い o 一 方､ 成人
肝にお い て は C Y P3A 4が主た る C W 3A分子種で ある こ とか ら､ 出生 を境に C Y P 3A
の 組成や含量が大きく変動して い る こ とが考えられる ｡ こ の C Y P3Aの 質的､ 量的
な変化は､ 新生児期 の 薬物代謝を考える上 で極めて 重要で あり ､ これ まで の 報告よ
り出生後かなり早期 に変化が起 こ っ て い る と考えられて い るが (15- 17)､ そ の 詳細
に つ い て は明らかにされ て いな い ｡
また､ C Y P3A 4
.
と C Y P 3A 7は塩基配列で 94%､ 一 次構造で 88 %の 相同性を示し
ながらも ､ 内因性物質 に対する基質特性はかなり異な っ て い る . たとえば ､ c y p3A 4
活性の指標とされ るテス トステ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性は C Y P3A7 では低い 活性し
か示さな い (18). 一 方 ､ 胎児期､ 新生児期に 血中に高濃度で存在し､ 胎児胎盤系で
妊娠の維持､ 出生 に大きな役割を演じて い るデ ヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 3 一 硫酸
(DH E A-S) の 16α - 水酸化は ､ C Y P3A7 で は高い活性を示すが ､ C Y P 3A 4 にはほ
とん ど活性が認められな い (18)｡ こ の 様 に ,
.
内因性物質に 対す る基質特異性は
C Y P3A 4 と C Y P3A7 で大きく異な っ て い る こ とか ら､ 薬物に対す る両酵素の基質特
異性も異な る こ とが予測され る が ､ 両酵素の薬物に対す る基質特異性 に関す る報告
は限られたもの しか存在せず (18- 21), そ の 詳細に つ い ては明らか にされて い な い ｡
また ､ 前述 の ごとく C W 3Aは薬物の み ならず内因性物質､ 特に内因性ス テ ロ イ ド
の 代謝 に も深 く関与 して い る こ とか ら ､ 内因性ス テ ロ イ ドが薬物代謝に 対 し影響を
与える こ とは十分に考えられ る ｡ 従 っ て ､ 適切 な薬物療法を行う上で ､ 内因性ス テ
ロイ ドと医薬品 との 相互作用を明らか とす る ことは極めて重要と考えられ る ｡
c y p による触媒反応は多く の 場合 Micha elis - M e nte n モデル を用 い て 説明され る
が , C Y P3A 4 による触媒反応は時 に Michaelis- M e nten モデル で説 明不可能な複雑
な反応速度論的特徴 を示す場合がある ｡ た とえば､ CYP3A 4 による カルバ マ ゼ ピン
10,1 トエ ポキシ化やプロゲス テ ロ ン 6β一 水酸化の 反応速度論曲線は, 非双 曲線を示
す こ とが報告されて い る (22,2 3)｡ また , CY P3A 4は同 一 薬物の 異な る部位 へ の 水
酸化を触媒したり ､ シク ロ ス ポリ ン の よう な比較的大きな分子量 (M W: 1,2 01) の
化合物も代謝す る ことか ら､ C Y P3A 4の基質結合部位周辺 の 空間は大き い分子種で
ある と考えられて い る ｡ そ の ため低分子 の基質の場合は ､ 複数個がそ の 活性部位 に
共存する こ とが可能と考えられ る.｡ すなわち ､ C Y P 3A 4の 基質と相互作用す る大き
な空間に は複数の基質 と相互作用し得る複数の部位が存在し, そ の い ずれか らも活
性化酸素を受 け取 る こ と が 可能とす る モ デル が最近提唱され て い る ｡ こ の 様 に
cy p 3A 4の 複雑な反応速度論的特徴を説明する ため に い く つ か の 飯説が提唱され て
い る が (24-2 6)､ C YP3 A7 に関 して の検討は行われて い な い ｡
本研究は ､ 新生時期におけ る適正な薬物投与設計 を可能 にす る ため の 基礎的デ ー
タ を得る ことを目的に ､ 新生児期 の薬物代謝にお い て特 に重要 と考えられ る CYP3A
による薬物代謝酵素活性に つ い て ､ 1
'
n v l
'
tT O, 1
'
n vlv o の 両面か ら検討を行 っ た. ま
ず､ C YP 3A 4 と C YP3A 7の 基質特異性を明らか とす る 目的で ､ バキ ュ ロ ウイルス ー
昆 虫細胞系に より発現さ せた C YP3A 4と C Y P3A 7を用 い て ､ 1
'
n vltT O の 系で 各種薬
物および内因性ス テ ロ イ ドの 代謝酵素活性の差異に つ い て検討を行 っ た (第Ⅰ章)｡
次に, 新生児期は成人 とは異な る内因性ス テ ロ イ ドの 分泌パ タ ー ン を示す こ とか ら､
生体内の各種内因性ス テ ロ イ ドが両酵素の薬物代謝酵素活性 に如何な る影響を及ぼ
すか に つ い て検討 を行 っ た o さ らに､ C Y P3A に見られ る c o ope r ativ eな反応速度論
に つ い て 2 1)indingsite モデルに よる解析を行 っ た (第Ⅱ章)o 次に ､ 尿中成分を測
定す る とい っ た非侵襲的な方法を用 い ､ C Y P3A酵素活性の 出生後の変化に つ い て 検
討 を行 っ た . す なわち ､ 尿 中 6β一 水酸化コ ルチゾ - ルおよび 1 6α - 水酸化デ ヒ ドロ エ
ビア ン ドロ ス テ ロ ン をそ れぞれ C Y P3 A, CY P 3A 7活性 の マ ー カ ー と し､ 出生後経
日的に測定を行 い , C YP3A の 出生後の 質的､ 量的な変化に つ い て検討を行 っ た (第
Ⅲ章)o 最後に､ こ こで得られた1
'
n v l
'
tTO お よび1
'
n v l
'
vo の デ - 夕より ､ 新生児期に
おける各種薬物に対す る代謝能およびそ の出生後 の変化に つ い て考察を行 っ た｡
第昏章 C YP3 A 4と CYP 3 A7 の基質特異性の差異
C Y P 3A7 は胎児肝臓中で最大 50 %を占める主要な酵素で ある こ とか ら､ 出生直後
の新生児肝臓中には C Y P3A 7が高含量存在して い る と考 えられる ｡ したが っ て ､ 新
生児期の薬物代謝能を考える上 で C W 3 A 7の 薬物代謝酵素活性を明確にする ことは
重要で ある . しかしなが ら ､ これ まで に C Y P3A 7の 薬物および内因性ス テ ロイ ド代
l
謝にお ける基質特異性 に関 して は限られた報告しか存在せず (18-2 1), 加 えて , 報
告により異な っ た発現系が用 い られて い る た めに ､ 直接活性の 比較を行う ことが困
難で あ っ た o そ こ で本章で は ､ まず初めに C Y P3A 4と C Y P3A7 の各種薬物および
内因性ステ ロ イ ド代謝に お ける基質特異性の差異に つ い て ､ バ キ ュ ロ ウイルス ー 昆虫
細胞系に より発現させた両酵素を用 い ､ 1
'
n vitT Oの 系にて検討を行 っ た ｡
基質 として用 い た薬物は ､ 抗て んかん薬で あるカル バ マゼ ピン (C BZ)､ ゾニ サミ
ド(Z N S)､ 抗 H Ⅳ 薬で非ヌク レオ シ ド系逆転写酵素阻害薬 に分類され るネビラど
ン (N V P)､ ベ ン ゾジア ゼ ピン系睡眠薬で ある トリア ゾラム (T Z M)､ マ ク ロ ライ ド
系抗生物質で ある エリ ス ロ マ イ シ ン (E M) の 5種類で あり ､ これ らの構造お よび反
応 を Fig. ト1 に示 した . また ､ 内因性基質と して用 い た化合物は コ ルチゾ - ル ､ テ
ス トステロ ン ､ デヒ ドロ エ ビア ン ドロス テ ロ ン (D H E A)､ デヒ ドロ エ ビアン ドロ ス
テ ロ ン 3- 硫酸 (DH E A- S)､ ア ン ドロス テ ン ジオ ン の 5 種類で あり ､ これ らの構造
および反応を Fig. 1- 2 に示 したo
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策 一 節 発現 CY P3 A 4と CYP 3 A 7の 薬物代謝酵素活性の 既較
卜1 - 1 実験方法
ト ト トa 実験材料および試薬
本研究に用 い た発現 C Y P3 A 4お よび C Y P3A 7は G E N T EST 社より購入したもの
を使用した ｡ い ずれ も C Y P還元酵素 との 共発現で ヒ トチ トク ロ - ム b5 を含有した
も の で ある . 両酵素の詳細を Table ト1 に示 したo なお ､ 本研究で はす べ て 同 一 ロ
ッ ト (C Y P3A 4;Lot. 4 8､ CYP3A 7.;Lot. 7) を使用した o
c B Zおよびそ の 代謝物は No v a rtis Pba m a 社より ､ N V Pおよびそ の 代謝物は
Boeh ringerlngelheim 社より ､ T Z Mお よびそ の 代謝物は Up)
'
ho n社より ､ Z N Sお
よびそ の代謝物と N,N,ジメチルゾニ サ ミ ドは大日本製薬社よりそれぞれ ご供与頂い
た もの を使用した｡
本実験で使用した購入試薬および酵素を以下 に記 した ｡ そ の 他 の 試薬な どはす べ
て特級または生化学用 の も の を使用した ｡
エ リ ス ロ マ イ シ ン
β- N A D P＋
グル コ ー ス - 6- リ ン酸
グルコ ー ス - 6- リ ン酸脱水素酵素
グル コ ー ス オキシダ - ゼ
カタ ラ ー ゼ
ヒ トチ トタ ロ - ム b5
(メルク)
(オリエ ンタル酵母)
(オリ エ ンタル酵母)
(オリ エ ンタル酵母)
(ロ ッ シ ュ)
(ロ ッ シ ュ)
(和光純薬)
ト ト トb カル バ マ ゼ ピン 10,ll- エ ポキ シ化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4および C Y P3A 7 にお ける C B Z 1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性の測定は
以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L 容量 にて行 っ た ｡
○ ミ ク ロ ゾ ー ム (CY P3 A 4,1 5pm oI C Y P/m L;C Y P3 A 7,3 0pm oI CY P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)
0 0.1 m M ED T A
O N A D P H生成系 (0.33m M N ADP＋ ､ 8 m M G- 6- P､ 0. 1 unitG - 6- PDH , 6 m M
MgC12)
○ カル バ マ ゼ ピン (基質)
反応は N ADP H生成系 の添加 に より 開始した ｡ 酵素反応は 37℃ で C Y P3A 4は 20
分間 ､ C Y P 3A 7は 60分間行 い , 抽出用溶媒で ある ク ロ ロ ホルム : エ タノ ー ル - 1 0:
1 の割合で混合したも の を 5 m L加 える こ とにより反応を停止 した｡ 反応停止後, 内
10
部標準物質 (lo揮/m L N,N,ジメチルゾニ サ ミ ド/抽出用溶媒溶液) 20けL を加え
10分間振倒混和し､ 3,000rpm で 10 分間遠心分離した｡ 上層を除去後､ 有機層 を
別 の試験管に移し減圧下蒸発乾固した . 残壇 に分析用溶離液 100咋L を加え溶解した
もの を H P L C用試料と し､ 40けL を H P L Cヘ 注入 したo
H PL C シ ステム は､ L 600 型ポンプ､ L A 200型 U V検出器､ A S-2 000型オ ー
トサ ンプラ - , L 5000型 L Cコ ン トロ ー ラ ー ､ D - 25 00型ク ロ マ トイ ンテ グ レ ー 夕
l
- ( 以上 日立) を用 い た o カラム は Pur esil C18(粒径 6 ドm ､ 4.6×150mm ､ ミリ
ボア)､ プレカ ラム In e rtsil O D S-2 (粒径5 けm ､ 4.6×50 m m､ ジ ー エ ルサイ エ ン
ス) を35℃の カラム温度で使用した ｡
分析用溶離液 として ､ 水 : メタノ - ル : アセ トニ トリル - 7:3: 1 の 割合で混合
したもの を脱気して 用 い ､ 流速は 1.0 m L/分とした ｡ カラ ムに残る物質を洗い流す
ため に 15分より溶離液を水 : メ タノ ー ル : ア セ トニ トリル - 5:3:5 の割合で混合
したもの に切り換え 15分間カラムを洗浄した｡ そ の後分析用溶離液 に戻し ､ さらに
20分間カ ラム を洗浄, 平衡化した ｡ 検出波長は 220n m で行っ た｡ 本条件にて ､ C BZ
10,l l- エ ポキシ体は約 12分､ 内部標準物質は約 15分に溶出した.
1 - 1- 11t ネ ビラ ピン水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4および C Y P3A 7 におけ る N V P水酸化酵素活性の測定は以下に挙げ
る最終濃度, 組成で 0.5 m L容量 に て行っ た ｡
○ ミ クロ ゾ ー ム (C Y P3 A 4,3 0p血ol C Y P/m L;C Y P3A 7,40pm oI C Y P/m L)
0 0.1 MKpi(pH 7.4)
0 0.i m M E D T A
O N A D P H生成系 (0.3 3m M N A D P十､ 8 m M G-6- P､ 0.1 unit G -6- PDH ､ 6 m M
MgC12)
○ ネ ビラ ピン (基質)
反応は N A D P H生成系 の 添加 に より開始した. 酵素反応は37℃ で CW 3 A4は10分
間 ､ C Y P3A 7は 60分間行い ､ 酢酸エ チル 5 m L を加 える ことにより反応を停止した.
反応停止後､ 内部標準物質(20将/m L フ ェ ノバ ル ビタ ー ル/ メタノ ー ル溶液)20t^L
を加え 10分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した｡ 酪酸エ チル層 を別
の 試験管に移し ､ 減圧下蒸発乾固したo 残撞にメタノ ー ル 100pl を加え溶解したも
の を HP L C用試料とし ､ 40拝L を H P L Cへ 注入した｡
HP L C シ ステム は ､ CBZ 10,1ト エ ポキ シ化酵素活性測定で用 い たも の と同様の シ
ス テ ムを用 い たo カラム は ､ Inertsil O D S- 8 04(粒径 5 pm ､ 4.6×250m m､ ジ ー
エ ルサイ エ ンス) を3 5℃ の カ ラム温度で使用 した ｡
分析用溶離液 として ､ 0.1 M リ ン酸緩衝液 (pH 4
`
.0): ア セトニ トリル : 2- プロパ
ノ ー ル - 75:15:2 の割合で混合したもの を脱気して用 い ､ 流速は 0.9 mL/分とし
ll
た ｡ カ ラム に残 る物質を洗い流すため に 25分より溶離液を 0.1 Mリ ン酸緩衝液(pH
4.0): ア セ ト ニ トリル :2- プロ ^
o
ノ ー ル - 5 0:50:2 の割合で混合したもの に切り
換え 1 5分間カラム を洗浄した ｡ そ の 後分析用溶離液 に戻 し､ さらに 20分間カ ラム
を洗浄､ 平衡化した｡ 検出波長は 220n m で行 っ た ｡ 本条件にて ､ N V P 2
- 水酸化体
は約8分､ W P 12- 水酸化体は約 10分 ､ 内部標準物質は約 26分に溶出した｡
1- ト トd トリアゾラム水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4お よび C Y P 3A 7 にお ける TZ M水酸化酵素活性の測定は以下に挙げ
る最終濃度, 組成 で 0.5 m L 容量 にて行 っ た ｡
○ ミ ク ロ ゾ ー ム (C Y P3 A 4, 1 0pm ol CY P/m L;C Y P3 A 7, 2 0pm oI C YP/m L)
0 0.1 MKpi (pH7.4)
0 0:1m M E D T A
O N ADP H生成系 (0.33m M N ADP十 , 8 m M G- 6- P､ 0.1unitG -6- PDH ､ 6 m M
MgC12)
○ トリアゾラム (基質)
反応は N A D P H生成系の 添加により開始した ｡ 酵素反応は 37℃ で C Y P 3A 4は 10
分間､ C Y P3 A 7は 60分間行い ､ 酢酸 エ チル 5 mL を加 える こ とに より反応を停止し
た . 反応停止後､ 内部標準物質 (2.5ドg/m L ロ ラゼ/1
o
ム /メタノ ー ル溶液) 100pL
を加 え ､ 10分間振倒混和 し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離後, 酢酸エ チル層を別
の試験管に移し ､ 減圧下蒸発乾固したo 残液に分析用溶離液 120ドL を加 え溶解した
も の を H P L C用試料とし､ 40汁L を H P L Cへ 注入 した .
HPLC シ ステム は､ C B Z 10,1 トエ ポキシ化酵素活性測定で 用い たも の と同様の シ
ス テム を用 いた o カ ラム は ､ In ertsil ODS-8 0 A(粒径 581 m ､ 4.6×2 50m m､ ジ ー
エ ルサイ エ ンス) を40℃ の カ ラム 温度で使用した ｡
分析用溶離液と して ､ 水 : アセ トニ トリル : メタノ ー ル - 7:3:1 の 割合で混合
したも の を脱気して用 い ､ 流速は 1.0 m L/ 分とした ｡ カラム に残る物質を洗い流す
ために 25分より溶離液を水 : ア セ ト ニ トリル - 3:7 の 割合で混合したもの に切り
換え 15分間カラム を洗浄した｡ そ の 後分析用溶離液に戻 し ､ さらに 20分間カラム
を洗浄､ 平衡化した ｡ 検出波長は 220n m で行 っ た｡ 本条件にて ､ T Z M l
'
- 水酸化
体は約 16.5分 ､ T Z M 4- 水酸化体は約1 7.5 分､ 内部標準物質は約 22分に溶出した o
ト ト トe エ リス ロ マイ シ ン ∧ト脱メチル化酵素活性測定法
･発現 C Y P3 A 4お よび C Y P3A7 に おけ る E M N- 脱メチ ル化酵素活性の 測定は以下
に挙げる最終濃度, 組成で 0.5 m L 容量 にて行 っ た ｡
○ ミク ロゾ - ム (C Y P3A 4, 2 0pm oI C Y P/m L;C Y P 3A7,40pm oI C Y P/m L)
12
0
0
0
○
0.1 M Kpi(pH 7.4)
0.1 m M E m
N ADP H生成系 (0.3 3m M N ADP＋､ 8 m M G16- P､ 0.1 u nitG -6- P D H､ 6 m M
MgC12)
エリス ロ マイ シ ン (基質)
エ リス ロ マ イ シ ン Ⅳ+脱メチル化酵素活性測定は, 生成す る ホルム アルデヒ ドを
Na sh の 方法 (27) にて定量する こ と により行 っ た ｡
反応は N A D P H生成系 の 添加 により開始した ｡ 酵素反応 は 37℃で 10 分間行い ､
10 %トリク ロ ロ 酢酸1 m L を加 える こ とにより反応を停止した｡ 反応停止後､ 2,5 00
rpm で 10分間遠心分離し､ 上層 1 m L を別 の試験管に移し､ Nash 試薬2 m L を加
え ､ 37℃ で 30分間反応を行 っ た後､ E X 410n m ､ E M510n m にて 蛍光光度を測定
した. 蛍光光度計は F- 2 000型 (日立) を使用した o
1- i - 1 イ ゾニ サミ ド還元酵素活性測定法
発現CW 3A 4凄は び C Y P3A7 にお ける Z N S還元酵素活性の 測定は以下に挙げる
最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量 にて行っ た ｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (C Y P3 A 4,2 0pm oI C Y P/m L;CY P3A 7,40pm oI C Y P/mL)
0 0.1 MKpi(pH7.0)
0 0｡1 m M Em
O 酸素消費系 (10m M グルコ ー ス ､ 5 u血t グル コ ー ス オキ シダ ー ゼ ､ 3 0u nit カ
タラ ー ゼ)
O N ADP H生成系 (0.33m M N A D P十, 8 m M G-6- P､ 0.1 tmitG - 6- PDH ､ 6 m M
MgC12)
○ ゾニ サ ミ ド (基質)
Z N S還元 酵 素活 性 の 測定 は嫌気 的条件 下 に て 生 成され る 2- s ulfa m oyl-
a c etylphenol(S M A P) を定量す る ことに より行っ た (28)0
反応は 37℃ で 3 分間プレイ ンキ ュ べ - シ ョ ン後､ N A D P H生成系を添加する こ と
に より開始した. 酵素反応は 37℃ で C Y P3 A 4､ C Y P3A 7 とも30分間行い ､ 酢酸エ
チル 5 mL を加え る こ とに より反応 を停止した ｡ 反応停止後､ 内部標準物質 (200
描/m L フ ェ ノ バル ビタ ー ル/ メタノ- ル溶液)20pL を加え､ 10分間振倒混和し ､
3
,0 00rpm で 10 分間遠心分離後､ 酢酸エ チル層を別 の試験管に移し､ 減圧下蒸発
乾固した ｡ 残漬にメ タノ - ル 100plを加 え溶解したもの を H P L C用試料とし ､ 40pL
を H P L Cへ 注入した｡
H PL Cシス テム は ､ C B Z10,ll- エ ポキ シ化酵素活性測定で用 い たもの と同様の シ
ス テム を用 い た｡ H P L C条件は検出波長を 260n m で行 っ た以外 はす べ て N V P水
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酸化酵素活性測定条件と同様に行 っ た ｡ 本条件にて ､ S M A Pは約 10分､ 内部標準物
質は約 26分に溶出した｡
なお ､ 以上 の 薬物代謝酵素活性測定における酵素量および反応時間は ､ す べ て直
線性の確認された範囲内で ある ｡
1- 1- ト g チ トク ロ - ム b5 添加 に よる影響
発現 C Y P3A 4お よび CY P3 A 7 によ る TZ M l
'
-
､ 4- 水酸化および Z N S還元酵素活
性測定に際し ､ 外部から b5 を反応系に添加 し､ そ の 活性 の変化を測定した ｡ b5 の
添加量 は r m oI CY Pあたり , C Y P3A 4 による T Z M lし , 4 - 水酸化反応で は 23､ 47､
87､ 1 68n m ol､ C W 3A 7 古手よる T Z Ml
'
-
､ 4- 水酸化反応では 5､ 1 1､ 2 1､ 4 1n m ol､
c y p3A4 に よ る Z N S還元反応で は 15, 2 7､ 4 7､ 8 7n m ol､ C Y P3 A4 による Z N S
還元反応で は 9､ 2 1､ 4 1､ 8 2n m ol とした o なお ､ 活性測定は基質濃度 100けM ､ C W
濃度は T Z M l' - ､ 41 水酸化反応における C Y P3A 4が 10pm ol/m L､ CYP3A7 が 20
pm ol/m L､ Z N S還元反応は C Y P3A 4､ C YP3A7 とも 20pm ol/mL で行 っ た .
1- ト トh 反応速度論的解析法
反応速度論パ ラメ - 夕算 出は､ Michaelis - M e nte n 式より K皿 お よび Vm a xを算
出した o なお ､ Eadie - H ofste eplot で シ グモ イ ド型 の 反応速度論曲線を示したもの
に 関して は Eq. 1 に示 した 2- binding site モデル (24) により解析を行 っ た｡
Ⅴ -〔Vm a x2S2K ml K m 2],[l ･& ･ S
2
Kml K m 2〕 Eq･ 1
本モデル では ､ 酵素 (E) と基質 (S) は酵素 一 基質 (E S) か ES S複合体を形成す
る こ とがで き､ E S S複合体からの み代謝物が生成す る と い っ た俊定に よる も の で あ
る (Fig. 1- 3)｡ それ故､ V m a xlは 0 と設定され る こ と となる ｡
反応速度論パ ラメ ー タは非線形最小自乗法 ソ フ ト Pro Fitt5.5 (Quantu mSoft,
zt uich, S witzerla nd) を用 い ､ Levenberg- Ma rqu ardtア ル ゴリズム (29) にて算
出した o
なお , 反応速度論的解析に際して の 基質濃度は､ C BZお よび Z N Sが 15､ 2 0､ 5 0､
1 00､ 1 50､ 2 00､ 300､ 500叶M に て, T Z Mは 15､ 20､ 5 0､ 1 00, 1 50､ 200､ 3 00pM
にて行 っ た ｡
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1 - 1 - 2 播 泉
ト ト2- a C YP3A4 と C Y P3 A 7の 各種薬物代謝酵素活性の 比較
発現 C Y P 3A 4お よび C Y P3A 7 による各種薬物代謝酵素活性を基質濃度 20”,M お
よび200pM で 比較した結果をそれぞれ Fig. 1 - 4､ Fig. 1- 5 に示した｡
I
C Y P3 A7 に よる薬物代謝酵素活性は C Y P 3A 4と比較して , 今回検討を行 っ た 5種
類の 薬物いずれ にお い て も低値を示した . CBZ 10,ll- エ ポキシ化､ N V P 2- ､ 12- 水
酸化､ T Z M l' - ､ 4- 水酸化および E M N- 脱メチル化にお い て は C Y P3A 7の 活性は ､
基質濃度 20 ドM ､ 200ト↓M ともす べ て C Y P 3A 4の 1/30以下で あり､ 両者の 薬物代
謝酵素活性に大きな差が認められたo 一 方､ C Y P3A7 の Z N S還元酵素活性は､ 基質
濃度20けM ､ 2 00pM とも C Y P3A 4の 1/2近く の活性を有して い た o
また ､ N V P と T Z Mの水酸化にお い て ､ C Y P3A4 と C Y P3 A 7 で部位指向性 の差異
が認められた. NV P水酸化は ､ 基質濃度20けM で は C Y P3A 7の 活性が検出限界以
下で あ っ たが ､ 2 00pM にお い て ､ C Y P3 A 4 では 2 - 水酸化の方が 12- 水酸化よりも
高値で あ っ たが ､ C Y P 3A 7 では逆に 12- 水酸化の方が高値を示した o T Z M水酸化は
基質濃度 20ドM にお い て ､ C W 3A 4で は 1' - 水酸化の 方が 4- 水酸化よりも若干高値
で あっ たが ､ C Y P 3A 7 では逆に 4- 水酸化の方が 1し 水酸化よりも約 5倍高値を示し
た. 200tAM にお い て は ､ C YP3A 4､ C Y P3 A7 とも 4- 水酸化の方が高値を示した .
トI1 2- b 反応速度論的検討
C B Z 10
,
1ト エ ポキシ化 ､ T Z M lし ､ 4- 水酸化および Z NS 還元反応 に つ いて ､ 発
現 C Y P3A 4と C Y P3A7 を酵素源として 反応速度論的検討を行い 両者の 比較を行っ
た ｡
Fig. i
- 6 に発現 C Y P 3A 4 と C Y P3A 7 によ る C BZ10,1 トエ ポ キ シ化 の
substr ate 一 Velo city c u rv eおよ び Eadie - Hofstee plot を示した. CY P3A4 による
C BZ 10,1 トニ ポキシ化 の 反応速度論曲線はシグモイ ド型を示 し､ 2-binding site モ
デル に よ る解析より ､ K ml - 104.8 pM ､ K m 2 - 248.3 ”,M ､ V m aLX2 - 23.6 38
n m ol/n moIC Y P/min と算出された(Table ト2). 一 方､C Y P3A 7たよる C B Z10,1 ト
エ ポキ シ化の 反応速度論曲線は Michaelis I M e nte n型を示 し､ K m - 7 20.9pM ､ V m a x
- 0.4 96n m o1/n m oI C YP/min と算出された (Table 1-2)o C Y P3A 7は C Y P3A 4
と比較して K m が大きく ､ V m a xが 小さく ､ 特 に V m a xは約 1/50 と低値で あっ た｡
また､C Y P3A 4の Vm a x2/K m2 の 0.09520 に対 し､C Y P3A 7の V m a x/Km は0.0 0069
と約 1/140 であ っ た｡
Fig. 11 7 および Fig. ト8 に発現 CY P3 A 4 と C W 3A7 による TZ M l' - および 4- 水
酸化の substr ate - velo city c u rv eと Eadie - Hofstee plot を示 した ｡ 発現 CY P3A 4
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と C Y P 3A 7に よ る T Z M lし お よ び 4- 水 酸化 の 反応速度論曲線は い ずれも
Michaelis - Menten 型 を示 した . T Z M l' 一 水酸化 の Km は C Y P3A 4が 102. 叫M ､
C Y P3 A7 が 122.7 ドM と大きな相違は認められなか っ たが ､ V m a 又は C Y P 3A 4が
22.6 41n m ol/n m oI C Y P/min で ある の に対 し C Y P3A 7 では 0.1 58n m ol/n m oI
C Y P/min と､ C Y P3A 7は C YP3 A 4 と比較して著しく低値を示した (Table 1- 2)0
V m a x/Km は C Y P3 A 4の 0.2 2154に対し C Y P 3A 7は 0.001 29 であり ､ C Y P3 A7 は
C Y P3A 4の 約1/170 であ っ た . 一 方 ､ T Z M 4一 水酸化 の Km は C Y P3A 4の 594.5ドM
に対し C Y P3 A 7は 364.3 叫M と C Y P3A7 の 方が低値を示 したが , V m a xは C Y P3A4
の 95.4 82n m ol/n m oI C Y P/min に対し C Y P 3A 7は 1.927n m ol/n m oI G Y P/min
と C Y P 3A7 は CYP 3A4 と比較 して著 しく低値を示した (Table 1- 2)o V m a x/Km
は C Y P3A 4の 0.16061 に対 し CY P3A 7は 0.0 0529 であり ､ CY P3A7 は C Y P3A4
の約 1/30で あ っ た. また ､ V m a x/K m は C Y P3 A 4にお い て は 1し 水酸化 の方が高
値を示したが ､ CY P 3A7 にお い て は逆に 4一 水酸化 の方が高値を示した .
Fig. 1- 9 に発現 C Y P3A 4とC W 3A7 に よる Z N S還元 の s ubstr ate 一 Velo city cu rv e
お よび Eadie - Hofste eplot を示 した ｡ 発現 C Y P3A 4と C Y P3A7 による Z N S還元
の 反応速度論曲線はいずれも Michaelis - Me nten 型 を示 した ｡ K m は C Y P3A 4の
667.1LLM に対 し C Y P3A 7は 451.7 tAM と C Y P3 A 7の 方が低値を示したが ､ V m a x
は CY P3A 4の 8.3 26n m ol/n m oI C Y P/min に対 し C Y P3 A7 は 2.1 29n m ol/n m oI
GY P/min と C Y P3A 7は C Y P 3A 4と比較して低値を示した(Table ト2)o Vm a x/Km
は C Y P3 A 4の 0.0 1248 に対し C YP 3A 7は 0.0 0471 であり ､ C Y P3A7 は CY P3A 4
の約 1/2.5 であっ た｡
ト ト2- c チ トク ロ ー ム b5添加に よる影響
チ トクロ ー ム b5 は電子伝達系 一 成分として ミク ロ ゾ ー ム に存在す る ヘ ム 蛋 白で あ
るが ､ C W触媒反応に よ っ て は b5 添加が活性に影響し､ 特に C Y P 3A酵素の触媒反
応 にお いて 活性が上昇する もの が多 い こ とが知られて い る o 今回使用 した C YP3A4
お よび C YP3 A 7はも と も と製品 の 状態 で b5 を含有し て い るが ､ そ の 含有量が
C W3A4 の 1000n m ol/(min X m g pr otein)に対し､ C W 3A7 で は 190n m ol/(min
x m g pr otein)と差がある (Table 1- 1). よ っ て b5 の含量差が両酵素の代謝酵素活
性の差 の原因とな る可能性が考えられた ｡ そ こ で ､ 両酵素における触媒反応 にお い
て 外部からb5 を添加し､ 活性変化の有無を確認す る こと とした ｡
Fig. ト10 に発現 C Y P 3A 4お よび C Y P3A 7 によ る T ZM lし ､ 4一 水酸化酵素活性測
定に降し b5 を投階的に添加した際の活性の変化を示した ｡ 両酵素､ いずれの 反応 と
も b5 の 添加によ る活性上昇は認められなか っ た｡
Fig. 1
- 1 1に発現 C Y P3A 4お よび C Y P 3A 7 による Z N S還元酵素活性測定に際し
b5 を段階的に添加した際の 活性 の変化を示した｡ 両酵素と も b5 の 添加 に よる活性
上昇は認められなか っ た ｡
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第二節 発現 CY P3 A4 と C Y P 3 A7 の内因性ステ ロ イ ド代謝酵秦
活性 の 比較
卜2- 1 実験方法
卜2- トa 実験材料および試薬
本実験で使用 した購入試薬を以下に示した ｡ そ の 他の 試薬類はす べ て特級または
生化学用 の も の を使用 した ｡
テス トステ ロ ン
6β- 水酸化テス トス テ ロ ン
コ ルチゾ - ル
6β- 水酸化コ ルチゾ - ル
デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン
デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 3- 硫酸ナ トリ ウム
16α - 水酸化デヒ ドロ エ ビア ン ドロ ステ ロ ン
アン ドロ ステ ン ジオ ン
6β- 水酸化ア ン ドロ ス テ ンジオ ン
11β- 水酸化ア ン ドロ ス テ ロ ン
スル フ ァ 夕 - ゼ ty pe H -1 (fr o mhe止Ⅹ po m atia)
( 第一 化学薬品)
(第一 化学薬品)
(シグマ)
(ス テラロ イ ド)
(シグマ)
(シグマ)
(ステ ラロ イ ド)
(シグマ)
(ス テラロ イ ド)
(シグマ)
(シグマ)
ト2- トb テス トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4お よび C W 3 A 7 にお けるテス トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性の測
定は以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量 にて行 っ た｡
○ ミ クロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4, 20pm oI C Y P/m L;C Y P3A 7,4 0pm oI C Y P/mL)
0 0.1M Kpi(pH 7.4)
0 1 m M E m (pH 7.4)
O N A D P H生成系 (0.33m M N A D P'､ 8 m M G-6- P､ 0.1 unit G - 6- PDH , 6 m M･
MgC12) I
○ テス トス テ ロ ン (基質)
反応は N A D P H生成系 の 添加に より 開始した o 酵素反応は 37 ℃ で C Y P3A 4は 10
分間､ C Y P3 A 7は 60分間行い ､ 酢酸エ チル 5 m L を加える こと により反応を停止し
たo 反応停止後､ 内部標準物質 (100pM C B Z/メタノ - ル溶液) 10pL を加え , 10
分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した｡ 酢酸エチル層 4 m L を別 の
試験管に移し､ 減圧下蒸発乾固したo 残漬 に分析用溶離液100pL を加え溶解 したも
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の を H P L C用試料とし ､ 40pL を H PL Cへ 注入 した ｡
HP L Cシス テム は ､ C BZ 10,1 トエ ポキ シ化酵素活性測定で 用い たも の と同様の シ
ス テム を用 いた o カ ラム はIn e rtsil OD S
-2 (粒径5 叫m ､ 4.6×150m m､ ジ ー エル
サイ エ ンス)､ プレカ ラム として Ine rtsil O D S- 2 (粒径5 pm ､ 4･6×50 m m､ ジ ー
エ ルサイ エ ンス) を用 い ､ 4 5 ℃の カ ラム温度で使用 した ｡
分析用溶離液 として ､ メ タノ ー ル : アセ ト ニ トリル : 水 - 50:4:46 の 割合で混
合したもの を脱気して 用 い , 流速は 0 - 15 分まで 0.7 m L/分とし､ そ の 後 15- 2 5
分まで 1.2m L/ 分とし基質を溶出させ た ｡ 検出波長は 236n m で行 っ た ｡ 本条件に
て テス トス テ ロ ン 6β- 水酸化体は約 8分､ 内部標準物質は約10分に溶出した o
1- 2- 1- c コ ルチゾ - ル 6β一 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4お よび ･C Y P3 A7 にお ける コ ルチゾ - ル 6β一 水酸化酵素活性の測定
は以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量 に て行 っ た ｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (C Y P 3A 4, 2 0pm oI C Y P/m L;CY P3 A 7, 4 0pm oI C Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)
0 1 m M E m (pH 7.4)
o NA D P H生成系 (0.3 3m M N AD P＋､ 8 m M G- 6- P､ 0.1 unitG
-6- PDH､ 6 m M
MgC12)
○ コ ルチゾ - ル (基質)
反応は N A D P H生成系 の添加に より開始した o 酵素反応は 37℃で CY P 3A 4は 10
分間､ CY P3 A 7は 6
■
0分間行 い ､ 酢酸エ チル 5 m L を加える こ とにより反応を停止し
た ｡ 反応停止後､ 内部標準物質 (12.5 将/m L S M A P/ メタノ
- ル溶液) 20pL を加
え ､ 10 分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した ｡ 酢酸 エ チル層 4 mL
を別 の 試験管に移し ､ 減圧下蒸発乾固した ｡ 残漆 に分析用溶離液 100けL を加え溶解
したもの を H P L C用試料 とし ､ 40tAL を H P LCへ 注入 した ｡
H P L C シ ステム は､ C B Z 10,1 トニ ポキ シ化酵素活性測定で用 い た もの と同様の シ
ステ ムを用 い た. カ ラム はIn e rtsil ODS -2 ( 粒径 5 pm ､ 4.6×250m m ､ ジ
ー エ ル
サイ エ ンス)､ プレカラム として In ertsil ODS- 2 (粒径5 tLm ､ 4.6× 10m m､ ジ ー
エ ルサイ エ ンス) を用 い ､ 5 5℃ の カラム 温度で使用 した ｡
分析用溶離液 として ､ エ タ ノ ー ル :5 m M T E A F緩衝液 (pH 3.0) - 8:92の 割
合で混合したも の を脱気して 用 い , 流速は 1.0 m L/分 とした ｡ カ ラム に残る物質を
洗 い流す目的で 20分より溶離液をエ タノ ー ル :5 m M T E A F緩衝液(pH 3･0) - 4:
6 の 割合 で混合したもq)に切り換え 15分間カラム を洗浄した o そ の 後分析用溶離液
に戻し､ さらに 20分間カラム を洗浄､ 平衡化した ｡ 検出波長は 240n m で行 っ た｡
本条件に て コ ルチゾ - ル 6β一 水酸化体は約 16.5 分､ 内部標準物質は約 12分に溶出
した
'
｡
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卜2- トd デヒ ドロ エ ビア ンドロス テロ ン 16α 一 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3A 4および C YP 3A 7 にお ける D H E A 16α 一 水酸化酵素活性の測定ほ以
下に挙げる最終濃度, 組成で 0.5 m L 容量にて行 っ た｡
○ ミク ロ ゾ ー ム (CYP3 A4,3 0pm oI C Y P/m L;CW 3A7, 15pm oI CY P/m L)
0 0.1 MKpi(pH 7.4) ･
0 1 m M E DTA (pH 7.4)
O NADP H生成系 (0.3 3m M N A DP＋､ 8 m M G-6- P､ 0.1unit G- 6- PDH ､ 6 m M
MgC12)
○ デヒドロ エ ビア ン ドロ ス テロ ン (基質)
反応は N A D P H生成系 の添加 により開始した ｡ 酵素反応は 37℃で C Y P3 A 4は 15
分間 , CY P3A 7は 30分間行い ､ 2 M 酢酸ナトリウム綬衝液(pH 5.2)1 m L を加え ､
氷冷する こ と により反応を停止した . 反応停止後､ 内部標準物質 (100けM llβ- 水
酸化ア ン ドロ ス テ ロ ン/メタノ ー ル溶液) 100汁L､ 酢酸エ チル 5 m L を加 え ､ 10分
間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した ｡ 酢酸エ チル層4 mL を別の ス ク
リ ュ ー キャ ッ プ試験管に移し､ 減圧下蒸発乾回した . 残撞は Kaw a saki等の方法(30)
により蛍光誘導体化を行 っ た｡ すなわち , 0.5 % トリク ロ ル酢酸/ベ ンゼ ン溶液 0.4
m L, 0.5 %ダン シルク ロ ライ ド/ エ タノ ー ル溶液 0.2 m L を加 え蓋をした後､ 70℃
の湯浴で 90分間イ ンキ ュ ベ サ トした｡ そ の後 ､ 1.5 %ピル ピン酸/ ベ ンゼ ン懸濁液
0.4 m L を加 えさ らに 70℃ で 10分間イ ンキ ュ ベ - 卜した ｡ 反応液を減圧下蒸発乾固
した後､ 0.2 M 水酸化ナトリウム 1 m L､ ジク ロ ロ メタ ン 2 mL を加 え ､ 5 分間振
倒混和し､ 3,0 00rpm で 5分間遠心分離した ｡ 水相を除去後､ さ らに 0.2 M水酸化
ナトリウム 1 m L を加え同様の操作を繰り返し､ ジク ロ ロメ タン層を H P L C用試料
とし､ 20ド.L を H P L Cへ 注入 した o
蛍光誘導体化した D H E Aの 16α 一 水酸化体は ､ 蛍光検出器付きの H P L Cにて測定
したo HPL C シ ステム は ､ L- 7 100型ポ ンプ､ L 7 480型蛍光検出器､ L-7 500型ク
ロ マ トイ ンテグレ ー タ - (以上自立) を用 い た . カラム はIne rtsil SIL(粒径51皿 ､
4.6×250 m m ､ ジ ー エ ルサイ エ ンス) を用 い ､ 室温で使用した ｡
分析用溶離液 として ､ ジク ロ ロ メタン : エ タノ - ル - 100:1, の 割合で混合したも
の を脱気して用 い ､ 流速は 1.O m L/分 とした ｡ 検出波長は E X:330n m ､ E M:495n m
で行 っ たo 本条件にて D H E A 16cr 水酸化体は約 17分, 内部標準物質は約 22分に
溶出した｡
1- 21 ト e デヒ ドロ エ ビアン ドロ ステ ロ ン3- 硫酸 16c r水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3 A 4および CY P3A7 における D H E A-S 16(文一 水酸化酵素活性の 測定は
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以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量にて行 っ た ｡
○ ミ ク ロ ゾ ー ム (C Y P3 A 4, 4 0pm oI C Y P/m L;C Y P3 A 7, 2 0pm oI C Y P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)
C) 1 m M E D T A(pH 7.4)
O N A D P H生成系 (0.33m M N A D P＋､ 8 m M G-6- P､ 0.1 unit G - 6- P D H､ 6 mM
MgC12)
○ デヒドロ エ ビア ン ドロ ス テ ロ ン 3一 硫酸 (基質)
酵素反応は D H E A 16(ユー 水酸化酵素活性測定法 と 同様の 条件にて行 っ た o 反応は
100℃ の 湯浴で 1 0分間加温する ことで停止した｡ 冷後 , 2 M 酢酸ナトリウム緩衝液
(pH 5.2) 1 m L およびス ル フ ァ タ - ゼ (500unit) を加え ､ 37℃ ､ 24 時間脱硫酸
抱合処理を行 っ た . 脱硫酸抱合処理後の操作, H P L C条件は DH E A 16(文一 水酸化酵
素活性測定法と同様に行 っ た ｡
ト2- トf ア ンドロ ス テ ン ジオ ン 6β- 水酸化酵素活性測定法
発現 C Y P3 A 4および C Y P3 A 7 にお けるア ン ドロ ス テ ンジオ ン 6β一 水酸化酵素活
性の測定ほ以下に挙げる最終濃度､ 組成で 0.5 m L容量 に て行 っ た｡
○ ミ ク ロ ゾ ー ム (CYP3A 4, 20pm oICY P/m L;CY P3A7, 40pmoICY P/m L)
0 0.1 M Kpi(pH 7.4)
0 1 m M E m (pH 7.4)
O N A D PH 生成系 (0.3 3m M NAD P＋ ､ 8 m M G - 6- P､ 0. 1上mitG - 6- PD H､ 6 mM
MgC12)
○ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン (基質)
反応は N ADP H生成系 の添加 に より開始した . 酵素反応 は 37℃ で C Y P3A 4は 5
分間 ､ C YP3 A 7は 15分間行い , 抽出用溶媒で ある ク ロ ロ ホルム : エ タノ ー ル - 1 0:
1 の 割合に混合したもの 5 mL を加 える こ とに より反応 を停止した｡ 反応停止後､ 内
部標準物質 (10けg/m L N,N,ジメチルゾニサ ミ ド/ 抽出用溶媒溶液) 20pL を加え
10分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分離した｡ 上層を除去後､ 有機層を
別 の試験管に移し減圧下蒸発乾固した ｡ 残漆に分析用溶離液 100ドL を加え溶解した
もの を H P L C用試料 と し､ 40い,L を H P L Cへ 注入 した o
H P L C シス テム は､ C B Z 10,l l- エ ポキ シ化酵素活性測定で用 い たも の と同様の シ
ス テム を用い たo カラム は Inertsil O DS- 3V (粒径 5 ドm ､ 4.6×150 m m､ ジ ー エ
ルサ イ エ ンス) を用 い , 3 5℃ の カラム温度で使用 した ｡
分析用溶離液 と して ､ 水 : メ タノ - ル : アセ ト ニ トリル - 7:3:2 の 割合で混合
したも の を脱気して 用 い ､ 流速は 1.0 m L/分 と した ｡ カ ラ ムに残る物質 を洗 い流す
目的で 20 分より溶離液を水 : メタ ノ - ル : アセ ト ニ トリ ル - 3:3: 5 の 割合で混
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合したもの に切 り換え 20 分間カラムを洗浄した｡ そ の 後分析用溶離液に戻し､ さ
らに 20分間カラム を洗浄､ 平衡化した ｡ 検出波長は 235n m で行っ た｡ 本条件に
て アン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β一 水酸化体は約 19 分､ 内部標準物質は約 13分に溶出し
た｡
なお ､ 以上 の 内因性ス テ ロイ ド代謝酵素活性測定にお ける酵素量および反応時間
は､ す べ て直線性の確認された範囲内で ある . ･
1- 2- 1- g 反応速度論的検討
反応速度論的解析に際して の 基質濃度は､ 5､ 10､ 15､ 20､ 50､ 100､ 150､ 200､
3 00､ 5 00pM の 濃度 の うち ､ テス トステ ロ ンは 5 - 3 00pM の 9 ポイ ン ト､ コ ルチ
ゾ - ル は15- 5 00pM の 8 ポイ ン トで ､ D H E Aは CW 3 A 4におい て は 15- 5 00けM
の 8 ポイ ン ト､ C Y P3 A 7 にお い て は 5 - 3 00pM の 9 ポイ ン トで ､ ア ン ドロス テン
ジオ ンにおい て は 5 - 5 00pM の 10ポイ ン トで行 っ たo
なお ､ 反応速度論的解析法は ト1- トh と同様の方法で行 っ た ｡
1 -2- 2 結果
ト2- 21 a C Y P3A 4 と C Y P3A 7の 各種内因性ス テ ロイ ド代謝酵素活性の 比較
発現 C Y P 3A 4お よび C W 3A 7 による各種内因性ス テ ロイ ド代謝酵素活性を､ 基
質濃度 20叫M お よび200tAM で比較した結果をそれぞれ Fig. ト12､ Fig. ト13 に示
した ｡
C Y P3A 7に よるテ ス トス テ ロ ン ､ コ ルチゾ - ルお よびア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β-
水酸化酵素活性は いずれも C Y P3A 4のそれ と比較して低値をとり ､ C YP3A7 による
活性は基質濃度 20pM ､ 2 00pM ともす べ て C Y P3 A 4の 1/25以下 で あり ､ 両者の
代謝酵素活性には大きな差が認められた o 一 方､ DH E Aおよび D H E ATS 16(ユー 水酸
化酵素活性は CY P3A7 の方が CW 3 A 4よりも高く ､ 特に DH E ATS 16(ユ- 水酸化酵
素活性は C Y P 3A7 に お い て は高い活性を示したが ､ C Y P3A 4にはほ とんど活性 が認
められなか うた .
1-2- 2- b 反応速度論的検討
テス トステ ロ ン ､ コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化および D H E A､ DH E A- S 16cr 水酸化
反応 に つ い て ､ 発現 C Y P3A 4 と C Y P3A 7を酵素源として 反応速度論的検討を行い
両者の 比較を行 っ た ｡
Fig. ト14 に発現 C Y P3A 4と C W 3A 7 による テ ス トス テ ロ ン 6β- 水 酸化 の
s ubstr ate - v elo city c u rve お よび Eadie - Hofstee plot を示した o C Y P3 A 4による
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テス トス テ ロ ン 6β- 水酸化 の 反応速度論曲線は シグモイ ド型 を示し ､ 2 1)inding site
モ デ ル に よ る解析より ､ K ml - 8.9 tAM ､ K m 2 - 4 5.4 汁M ､ V m a x2 - 112.678
n mol/n m oI C Y P/min と算出された (Table 卜3). 一 方 ､ C Y P3A 7による テスト
ス テ ロ ン 6β- 水酸化の 反応速度論曲線は M icha elis - Mente n型 を示し ､K m - 3 0.1ドM､
V m a x - 0.881 n m ol/n m oI C Y P/min と算 出さ れ た (Table ト3)｡ C Y P3A 7は
C Y P3 A 4と比較して Km ､ V m ax と もに小さく ､ 特に V m a xは約 1/130 と低値であ
っ た . また ､ CYP 3A4 の V m a x2/Km2 の 2.4 8189に対 し､ C Y P3A 7の V m a x/Km
は 0.0 2927と約1/85 であ っ た ｡
Fig. ト15 に発現 C Y P3A 4と C Y P3A 7 によ る コ ル チ ゾ - ル 6β- 水 酸化 の
s ubstr ate 一 Velocity cu rve と Eadie- Hofstee.plot を示 した o 発現 CYP3A 4 と
C Y P 3A 7 による コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化の 反応速度論曲線ほ いずれも M ichaelis-
Menten 型 を示 した oKm は C Y P3A 4が 153. けM ､C Y P3A 7が 230.1トもM と C Y P3 A7
が C W3A 4よりもやや大きく ､ V m ax は CYP 3A4 の 13.806 n mol/n m oICYP/min
に対 し C YP 3A 7は 0.4 81n m ol/n moI C Y P/min と C Y P3A 7は C Y P 3A 4と比較し
て著しく低値を示した (Table ]ト3)｡ V m a x/K m は C Y P3A 4の 0.09006に 対し
CY P3A 7は 0.0 0209 であり ､ C YP3A7 は C YP3A4 の 約 1/4 5で あ っ た ｡
Fig. ト1 6に発現 C Y P3A 4と C Y P 3A 7 による DH E A 16α 一 水酸化 の substrate -
v elo city cu rv eお よび Eadie- Hofste eplot を示 したo 発現 CY P3A 4と C Y P3A 7に
よる DH E A 16α 一 水酸化 の 反応速度論曲線はいずれも Micha elis - M e nte n 型を示 し
た . K m は C YP3A 4の 10.2 pM に対 し C Y P 3A 7は 7.5 叫M と C Y P3A 7の 方がやや
低値を示したが ､ V m ax は C YP3A 4の 8.1 21n m ol/n m oICYP/min に対 し C Y P3A7
は 17.3 86nm ol/n m oI C Y P/min と C Y P3A 7は C Y P3A 4と比較して高値を示した
(Table 1 -3). Vm a x/K m は CY P3A 4の 0,79618 に対 し C YP3A7 は 2.31813 であ
り ､ C W 3A 7は C YP 3A 4の 約 3倍で あ っ た o
Fig. 1
- 17 に発現 C Y P3 A 4と C Y P 3A 7 によるア ン ドロ ス テ ンジオ ン 6β一 水酸化の
substrate - v elocity c u rve お よび Eadie - Hofste eplot を示 した ｡ CY P3A4 による
ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン 6β- 水酸化 の 反応速度論曲錬は シ グ モ イ ド型 を示 し ､ 2-
binding site モ デル に よる解析より､ K ml - 3. 5 pM ､ K m 2 - 1 00.5 叫M ､ V m a x2 -
11 7.4 93n mol/n moI C YP/min と算出された (Table ト3)｡ 一 方､ C Y P3A7 によ
る ア ン ドロ ステ ンジオ ン 6β一 水酸化の 反応速度論曲線は Micha elis - Me nte n 型 を示
し､ K m - 1 24.5pM , V m a x- 4.2 96n m ol/n m oI G Y P/min と算出された(Table ト3)o
CY P3 A 7は C Y P3A 4と比較して K m は大差な い もの の ､V m a xは CY P3A 4の 約1/30
と低値で あ っ たo また ､ C W 3A 4の V m a x2/Km2 の 1.1 6908 に対 し ､ C Y P 3A 7の
V m a x/Km は 0.0 34 51 と約 1/35 であ っ た ｡
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cyp3A 4と C Y P3A 7の基質特異性に関して は , これまで に断片的な検討は行われ
て い る も の の ､ 報告によ り異な っ た発現系が用 い られ て い る た め､ 直接活性の 比敬
を行う こ とが困難で あ っ た ｡ 今回 , 両酵素の基質特異性を明確にする ため に､ バキ
ュ ロ ウイ ルス - 昆虫細胞系により C Y P還元酵素と共発現させた C YP3A 4と C Y P3A7
を用 い て ､ 各種薬物および内因性ス テ ロイ ドの 代謝酵素活性を比較した ｡ その 結果､
今回検討を行 っ た基質の申で C Y P 3A 7による代謝酵素活性が C Y P3A4 を上 回っ た
もの は D H E Aお よび D H E A- S 1 6α - 水酸化酵素活性 の み で ､ 他の 基質にお い て ほす
べ て C W 3 A 7によ る代謝酵素活性は C Y P3A 4によ る それ を下回 っ た ｡ ただし ,
c yp3A4 と CY P 3A 7 の代謝酵素活性 の差は基質によ っ て大きく異な っ て い た . また､
r w pお よび T Z M水酸化にお い て部位指向性の差異が認められた こ とか ら, 活性部
位内部に糾ナる基質の配置は両酵素間で差がある ことが示唆された o
反応速度論パ ラメ ー タの 比較 では ､ Km は薬物､ 内因性ス テ ロ イ ドとも C Y P3 A4
とC Y P 3A 7 で大差は認められなか っ たが ,Vm z Kは両酵素間で大きく異なり ,C Y P3 A7
は C YP3A 4と比較して D H E Aお よび D HE A∵S 16α - 水酸化酵素活性を除き著しく
低値を示した . 以上 の 結果 は ､ C Y P3A 4と C W 3A 7は少なくとも今回検討を行 っ た
基質に関して は ､ 酵素 との 親和性に関して は両者 で大差ない もの の ､ 最大代謝酵素
活性に大きな善がある ことを意味して い る ｡ こ の 様に ､ 最大代謝酵素活性が C Y P3 A4
と C Y P3A 7 で異な る理由として ､ 今回使用した発現 C Y P3A 7 のチ トク ロ ー ム b5含
量が C Y P 3A4 に比 べ 低 い こ とが考えられた. しか しなが ら ､ CY P3 A 4と CY P3A7
に よる T Z M 1, - ､ 4- 水酸化およぴ ZN S還元反応は , 外部か らの b5添加により活性
上昇を示さなか ったこ とか ら ､ いずれの 反応系にも b5 は十分畳存在して い る もの と
考え られた o 最大代謝酵素活性が C Y P3A 4と C Y P3 A 7 で異なる理 由 として次に,
両酵素 の代謝物に対する親和性 の差異が考えられた o すなわ ち ､ C Y P3A 7 では代謝
物が代謝部位に留まり易く , C Y Pの 反応サイクルが C YP3 A 4よりも遅 い 可能性が考
えられた ｡ 一 方 ､ これ まで の 当研究室 の検討結果より, C Y P3A7 の 活性部位と考え
られ る アミ ノ酸 の うち C Y P3 A 4と異なる箇所を C Y P3A 4の ア ミノ酸に置換した変
異酵素(N l 16S､ H 174 D, N 214 D､ K 262 E)はそ の いずれ もが D H E Aお よび D H E A-S
16α - 水酸化酵素活性の低下を来さなか っ た の に対し､ 活性部位 へ の 入 り 口付近に位
置する と考えられる相違ア ミノ酸を置換した変異酵素(K 224T､ K 244 E)では ､ D H EA
お よび D H E A∵S 16α 一 水酸化酵素活性が著しく低下し､ C Y P3A 4の活性に近づ い た ｡
こ の様 に ､ 酵素の 活性部位内部 の違い の み ならず, 活性部位 へ の 出入 り 口 の ア ミノ
酸 の相違が両酵素の最大代謝酵素活性 の差を生じさせ て い る可能性も考えられた ｡
今 回検討を行 っ た 一 部 の基質にお い て は､ C Y P3A 4 によ る代謝反応 の 反応速度論
曲線はシグモ イ ド型 を示 した o 非 Michaelis- Mente n 型 の kin etic /て夕 - ンを示す
反応速度論的解析法として ､ Korz ekw a等は 2 1)inding site モ デル を提唱して い る
(24)｡ 本モ デル は C Y Pの 活性部位に 2 つ の 基質が同時に存在で き ､ そ の い ずれか
40
らも活性化酸素に アクセ ス で きる と い っ た も の で ､ 代謝生成物の解離が速い と仮定
す る とその 速度式は Eq. 2 とな る ｡
Ⅴ -〔 ＋V m a xIS . V m a x2S2K m l ■ K m l K m 2〕/[1 ･ kl ＋ S
2
K mlK m2〕 Eq. 2
しかし､ Eq. 2 による解析で は , 非線形最小自乗法で計算する際の初期値
-
a)取り方や
実験誤差等により ､ 唯 一 の解答を得る こ とが困難で あり､ た とえば c y p 3A 4 による
C B Z 10,1 トエ ポキ シ化 にお い て Kor zekw a等は V m a xlが Vm a x2 に比 べ 非常に小さ
い値をと る こ とか ら､ V m a xl-0 とした Eq. 1 (P14) による解析も行 っ て い る o ま
た､ Do manski等もプロゲステ ロ ンの 6β一 水酸化の速度論的解析に際し､ 同様の 理
由から Eq. 1 を採用 して い る (23)｡ そ こ で今回 の検討 では ､ 非 M ichaelis- Menten
型の kin etic ^
o
タ ー ン を示 した反応 の 解析は Eq. 1 を用 い て行 っ た o 本モ デル におい
ては､ K m l が十分に小さ い場合は site - 1 の 存在は無視する こ とが可能となり､ その
反応曲線は Micha elis- M e nten 型 に近似す る こ とに なる ｡ 従 っ て ､ 本モデル で シグ
モイ ド型 を示す の は K皿1 が ある程度大きい ことが必要となり ､ Michaelis - M e nte n
型を示す基質は site - 1 へ の ア フィ ニ ティ ー が非常に大きい とい う こ ととなる o これ
まで 当研究室で の検討結果より ､ C Y P3A 7の 活性部位は C Y P3A 4と同様かなり広く ､
複数の基質を収容する こ とが可能と考えられ る が ､ C YP3A7 は今回検討を行 っ た基
質におい て はす べ て M icha elis - Me nte n 型 を示 した . よ っ て ､ C Y P3A7首ま今回検討
を行 っ た基質 に関して は活性部位内の単 一 の 部位で しか相互作用 を起 こ さな い , あ
る い は こ れ ら基質 の site - 1 へ の ア フ ィ ニ テ ィ ー が極 め て大き い た め見か け上
Micha elis - Menten 型 を示す可能性が考えられた｡
また､ 今回検討を行 っ た基質で C YP3 A 7による代謝酵素活性が C Y P3A 4を上ま
わ っ たの は DH E Aお よび D H E ATS 16α - 水酸化酵素活性の みで あっ たが ､ 最近の 報
告で C Y P3 A 7は高し)レチノイ ン酸の 4 一 水酸化酵素活性をもち ､ C Y P3A 4を含む各
種 C W 分子種で 比較した場合､ 突出 して そ の 活性が高い こ とが報告され て い る
(32,33)｡ レチノイ ン酸は形態形成物質の本体 として注目さ れて い る もの で ､ 特に
発生分化の.際の 形態形成に レチ ノイ ン酸の濃度勾配が方向を定め
る とさ れて い る o
c yp3A 7は ､ 胎児期に高濃度に存在し胎児の発育､ 妊娠 の維持に重要な役割を演じ
て い る D H E A-S や発生分化の際の 形態 形成に重要なレチノイン醸の代謝にも関与し
て い る こ とか ら､ 形態形成期にお い て極めて 重要は役割を担 っ て い る酵素と考 えら
れる ｡
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第 四節 か 括
バキ ュ ロ ウイル ス - 昆虫細胞系 に より発現させた C Y P 3A 4お よび C Y P3A 7を用い ､
両酵素 の各種薬物および内因性ス テ ロ イ ド代謝酵素活性の差異に つ い て 比較検討を
行 っ た ｡
1 . CY P3A 7による薬物代謝酵素活性は､ ほとん どの 場合､ CY P3A 4の 1/30以下
で あ っ たが , Z N S還元酵素活性は､ C Y P3A 4の 約 1/2 の 活性を示し , 両酵素間
の 活性差は薬物により異な る こ とが明らかとな っ た. また ､ CY P3A 4と C Ⅵヲ3A7
による N V Pおよび T Z M水酸化におい て部位指向性の差異が認められた こ とか
ら､ 活性部位における基質 の配置は両酵素間で差がある ことが示唆された｡
2 . C Y P 3A 7による内因性ス テ ロ イ ド代謝酵素活性は､ テス トス テ ロ ン ､ コ ルチゾ
- ルお よびア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6β- 水酸化酵素活性にお い て は C Y P3A 4の
1/25以下の 活性で あ っ た o 一 方､ DH E A､ D H E A- S の 1 6(エ ー 水酸化酵素活性は
c y p3A 7の方が高く ､ 特に D H E A- S の 1 6α - 水酸化酵素活性 の差は大きく ,
c w 3A 7で は高 い 活性を示したが CY P3 A 4にお い て は検出限界以下 で あり, 本
反応は C Y P3A 7に極めて特異的で あ っ た ｡
3 . 反応速度論パ ラメ ー タ の 比較で は , Km は薬物､ 内因性ス テ ロイ ドとも C Y P3A4
と C Y P3A 7 で大差は認められなか っ たが ､ V m a 又 は両酵素間で大きく異なり､
cy p3A 7は CY P3A 4 と比較して DH E Aお よび D H EATS 16α - 水酸化酵素活性
を除き著しく低値を示した o よ っ て ､ C Y P3A4 と C W 3A 7の 代謝酵素活性の違
い は基質と酵素の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 差より も , 最大代謝酵素活性 の違い による
もの と考えられた ｡
4 . 発現 C YP 3A 4による反応速度論曲線はい くつ か の基質 で シグモ イ ド型 を示 した
が ､ C Y P3A 7による 反応速度論曲線は今回検討を行 っ た基質にお い て はすベ て
Micha elis - M ente n 型 を示 した o CY P3 A 7は活性部位内 の単 一 の部位で しか基
質と相互作用を起 こさな い ､ ある い は これ ら基質 の site - 1 へ の ア フ ィ ニテ イ
}
が極めて大きい ため見かけ上 Micha elis - Me nte n型 を示す可能性が考えられたo
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辞さ昏章 内因性ステ m イドの C Y P3 A活性に及ぼす影響
第Ⅰ章にお い て ､ 成人型 C Y P3 A酵素で ある C W 3A 4 と胎児型で ある C Y P3A 7の
各種薬物および内因性ス テロ イ ド代謝酵素活性の 比較を行 っ た｡ そ の結果 ､ CY P3A 7
による薬物代謝酵素活性はす べ て C Y P3A 4 による活性よりも低値を示した o しか し
ながら､ 新生児期は成人とは大きく異なる内因性ス テ ロイ ドの分泌パ タ - ンを示 し､
c y p3 Aは これ ら内因性ス テ ロ イ ドの 代謝に も関与す る こ とから､ 内因性ス テ ロイ ド
の CY P3A による薬物代謝酵素活性に及ぼす影響を明らかにす る必要があると考え
られた ｡ そ こ で ､ 本章に お い て は各種内因性ス テ ロイ ドが C YP3 Aの触媒す る薬物
代謝に対 し如何な る影響を及ぼすかに つ い て 1
'
n vl
'
tTO 系 にて検討 を行 っ た .
43
第 一 節 発現酵素をこよる検討
本節では酵素源として先ず､ 第Ⅰ章で使用 したもの と同じ ､ 発現 C Y P3 A 4および
C YP3A7 を用 い ､ 各種薬物代謝酵素活性に種々 の 内因性ス テ ロ イ ドが如何なる影響
を及ぼすかにつ い て検討を行 っ た ｡
2 - i - 1 実験方法
2- ト1- a 実験材料および試薬
本実験で使用 した購入試薬､ 酵素を以 下 に 示 した ｡ そ の 他 の 試薬､ 酵素類は第Ⅰ
章 と同様の もの を使用した ｡
･ プレグネノロ ン
･ プレグネノ ロ ン 3- 硫酸
･ プロ ゲス テ ロ ン
･ d- ア ル ドス テ ロ ン
｡ エ ス トロ ン
｡ β- エ ス トラジオ ー ル
･ 1 7α - 水酸化プレグネノ ロ ン
｡ 1 7α - 水酸化プレグネノ ロ ン 3 - 硫酸
･ 17α - 水酸化プロゲス テ ロ ン
｡ cr ナ フ トフ ラボン
2- ト1 -b 各種内因性ス テ ロ イ ドを用 い た添加実験
(シグマ)
(シグマ)
(シグマ)
(シグマ)
(シグマ)
(シグマ)
(ステ ラ ロイ ド)
(ス テ ラ ロ イ ド)
(ス テラ ロ イ ド)
(シグマ)
発現 CYP3A 4と C Y P3A7 に よる薬物代謝酵素活性に及ぼす各種内因性ス テ ロイ
ドの影響に つ い て検討 を行う目的で Fig. 2- 1 に示 した 14種類の 内因性ス テ ロイ ド
を反応系に添加し ､ 代謝酵素活性の変化を測定した o また､ C Y P 3A 4の 触媒反応を
活性化する ことが知られて い る α - ナフ トフ ラボ ン添加 の影響 に つ い て も同時に検討
を行 っ た｡ なお ､ 検討を行 っ た薬物代謝反応は第 Ⅰ章と同様の C B Z 10,l l- エ ポキシ
化 ､ NVP 2- ､ 1 2一 水酸化, T Z M lし ､ 4- 水酸化､ E M N一 脱メチル化および Z N S還
元反応で あり ､ 代謝酵素活性 の測定も第Ⅰ章と同様 の方法で行 っ た ｡ 薬物 ､ 各種内
因性ス テ ロイ ド､ cr ナ フ トフ ラボンはす べ て 100汁M となる よう に反応系 に添加し
た｡
また ､ 発現 C Y P3A 4お よび CY P3 A7 によ る C B Z 10,l l- エ ポキ シ化酵素活性に及
ぼす 内因性ス テ ロ イ ド添加濃度 の影響に つ い て 検討 を行 っ た ｡ ア ル ドス テ ロ ン ,
DHE A- S､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ンお よび エ ス トラジオ ー ル を 25､ 5 0､ 1 00､ 2 00汁M
とな るように反応系に添加し､ C B Z 10,1 トエ ポキ シ化酵素活性の変化を測定した｡
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なお ､ CBZの 濃度は 100pM
■
に て行 っ た o
内因性ス テ ロ イ ド添加による活性変化に つ い て さ らに詳細に検討する 目的で ､ 発
現 C YP3A 4お よび C Y P3 A 7による C B Z 10,1 卜エポキシ化の 反応速度論曲線が, そ
れぞれアン ドロ ス テ ンジオ ンおよび D H E A-S の添加 により如何に変化す るか検討を
行っ た｡ C BZ 10,1 卜エ ポキ シ化の 反応速度論解析における基質濃度は 15, 20､ 50､
100､ 150､ 200､ 3 00､ 500pM の 8 ポイ ン トで行い , 内因性ステ ロ イ ドは 100汁M
となる ように反応系 に添加した ｡ また ､ C B Zの添加が ､ C Y P3 A 4 によ るアン ドロ ス
テンジオ ン 6β- 水酸化および CY P3 A7 に よる DH E A- S 16cr 水酸化の 反応速度論曲
線に如何なる影響を及ぼすかにつ い て も検討を行 っ た o ア ン ドロ ス テ ンジオ ン 6β-
水酸化の反応速度論解析にお ける基質濃度は 5､ 10､ 15､ 2 0､ 5 0､ 100､ 1 50､ 2 00､
3 00､ 5 00汁M の 10ポイ ン ト､ D H E A- S 16α - 水酸化の 反応速度論解析における基
質濃度は10､ 1 5､ 2 0､ 5 0､ 1 00､ 150､ 200, 300､ 500pM の 9 ポイ ントで行い ､
c BZは 100ドM となる よう に反応系に添加した o
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2- 1 - 2 結 果
2一 卜2
-
a 内因性ス テ ロ イ ドの 各種薬物代謝酵素活性に及ぼす影響
Fig. 2
- 2 に C Y P 3A 4お よび C Y P3A 7の CBZ 10,11 1 エ ポキ シ化酵素活性に及ぼす
各種内因性ス テ ロイ ドお よびα - ナ フトフ ラボン添加の影響を示した ｡ C Y P3A 4にお
い て は､ DH E A, ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ンと い っ たア ン ド.ロ ゲン添
加により C BZ 10,1 トエポキシ化酵素活性が コ ン トロ ー ル活性と比較して 1･5 倍以上
に上昇した . 特にア ン ドロ ス テ ン ジオ ン による活性上昇は顕著で ､ コ ン トロ
ー ル と
比較して約3倍に上昇した. 一 方､ C Y P3A7 にお い て は ､ プレグネノ ロ ン - S､ 1 7α 一
水酸化プレグネノ ロ ン ー S､ DH E A∵S とい っ た 3位の 硫酸抱合ステ ロ イ ドとア ン ドロ
ステ ンジオ ン添加により ､ C B Z10,1 トエ ポキシ化酵素活性はコ ン トロ ー ルと比較し
て 1.5 倍以上 に上昇した . 特にプレグネノ ロ ン -S と D H E A-S による活性上昇は顕
著で コ ン トロ ー ル活性と比較して 3倍以上に上昇した｡
Fig. 2
- 3 に C Y P3A 4お よび C Y P3A 7の N V P 2- ､ 1 2- 水酸化酵素活性に及ぼす各
種内因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナフ トフ ラボン添加 の影響を示した｡ C YP 3A 4 におい
て は㌧ 2一 水酸化酵素活性を 1.5 倍以上上昇さ せた の はア ル ドステ ロ ン とテス トステ
ロ ンで ､ 1 2- 水酸化酵素括性を 1.5 倍以上上昇させたの は D H E A, ア ン ドロ ス テ ン
ジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ン と い っ たア ン ドロ ゲン とアル ドス テ ロ ンで あ っ たo また ､
エ ス トロ ン ､ エ ス トラジオ - ル とい っ た エ ス トロ ゲン に より い ずれ の 水酸化反応も
阻害を受けた. 一 方､ C Y P3A 7, におい て は ､ 雨水酸化を 1.5 倍以上活性化したの は
DH E A- Sお よびア ン ドロ ス テ ンジオ ンで あ っ た ｡ また ､ CYP3 A 4 と同様エ ス トロ ン ､
エ ス トラジオ ー ル とい っ たエ ス トロ ゲンに よりい ずれ の水酸化反応も阻害を受けた｡
Fig. 2
- 4 に C Y P 3A 4お よび C Y P3 A 7の T Z M lし ､ 4- 水酸化酵素活性に及ぼす各
種内因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナフ トフ ラボン添加の影響を示した . C Y P3 A 4にお い
て は､ 両水酸化反応を活性化さ せ た内因性ス テ ロ イ ドは存在せず､ 多く の 内因性ス
テロイ ドが雨水酸化反応を阻害した｡ なお ､ 活性低下の割合はほとん どの 場合 4一 水
酸化よりも 1, 一 水酸化の方が大きか っ た o 一 方 ､ CY P3A 7におい て ､ 1.5 倍以上の 活
性上昇が認め られた の は ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加 時 の 4- 水酸化反応の み で ､
c y p3A 4同様､ 多く の 内因性ス テ ロイ ドが雨水酸化反応を阻害した o また , 活性低
下の割合も C Y P3 A4 同様 ､ 4- 水酸化よりも 1し 水酸化の方が大きか っ た｡
Fig. 2 - 5 に C Y P3 A 4の E M N
一 脱メチル化酵素活性に及ぼす各種内因性ステ ロイ
ドおよびα - ナ フ トフ ラボン添加 の 影響を示した ｡ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン ､ テス トス
テ ロ ン､ エ ス トラジオ - ルおよびα - ナフ トフ ラボン添加 により E M∧ト脱メチル化酵
素活性はコ ン トロ ー ル活性 と比較して 50 %以下に低下した｡ C Y P3A 7 に関しては ､
測定感度の 問題から検討す る こ とがで きなか っ た ｡
Fig. 2- 6 に C Y P3A 4の Z N S還元酵素活性に及ばす各種内因性ス テ ロイ ドおよびα -
ナフ トフ ラボン添加 の影響を示した ｡ CYP3 A 4､ C Y P3A7 とも Z N S還元酵素活性を
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1.5 倍以上上昇させた内因性ス テ ロイ ドは存在せず ､ すべ て の ス テ ロ イ ドで活性低下
をきたした｡ 阻害の受け方は C Y P3A 4と C Y P3A 7 で類似してお り､ 特に プロゲス
テ ロ ン ､ DH EA､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン ､ テ ス トス テ ロ ン ､ エス トロ ンお よびα - チ
フ トフ ラボンにより ､ CY P3A4 と C W 3A7 とも コ ン トロ - ル活性の 50 %以下に活
性が低下した｡
発現 C Y P 3A 4および m 3A 7による C BZ 10,1 トエ ポキシ化酵素活性につ いて ､
4 種類の内因性ス テロ イ ド (アル ドス テ ロ ン ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ D H E &-S､
エ ス トラジオ - ル) の 濃度変化と活性の変化 に つ い で検討を行 っ た o Fig. 2- 7(A) に
示 した よう に､ CYP3 A 4によ る CBZ10,1ト エ ポキシ化酵素活性は, ア ン ドロ ステ
ン ジオ ン添加 に より濃度依存的に上昇した ｡ アル ドス テ ロ ン , D H E A- S､ エ ス トラ
ジオ ー ルは いずれ も濃度依存的な活性の変化は認められなか っ た ｡ 一 方､ Fig.2- 7(B)
に示 したよう に､ C YP3A7 による CBZ 10,1ト エ ポキ シ化酵素活性は､ D H E A-S､
ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加 に より濃度依存的に上昇し ､ エ ス トラジオ ー ル添加によ
り濃度依存的に低下した ｡ ア ル ドス テ ロ ン添加 で は濃度依存的な活性変化は認めら
れなか っ た ｡
2- ト2- b 反応速度論的検討
C BZ 10,ll- エ ポキ シ化酵素活性を変化させた内因性ス テ ロイ ドの 影響につ い て ､
さら に詳細に検討するために ､ 発現 C Y P 3A 4お よび C Y P3A7 を酵素源 として アン
ドロ ス テ ンジオン ､ エ ス トラ ジオ ー ル ､ D H E ATS 添加 と非添加時で反応速度論的検
討を行 っ た｡
ng. 2
- 8 に発現 C Y P3 A 4に よる CBZ 10,1 トエ ポキシ化 の s ubstrate 一 ∇elo city
c u rve お よび Eadie- Hofste e plot を､ Table 2- 1 に Michaelis - M e nten 式お よび
2⊥binding site モデルに よる解析で算出した反応速度論パ ラメ ー タを示 した ｡ ス テ
ロ イ ド非添加時の C Y P3A 4 による C B Z 10,1ト エ ポキシ化の速度論曲線はシグモイ
ド型 を示 し､2 1)indingsite モデル に よる解析より ､速度論パ ラメ ー タは K 皿1 - 1 04.8
pM ､ K m 2
- 2 48.3 pM , V m a x2
- 23.6 38n m ol/n m oI C Y P/min と算出されたo ア
ン ドロ ス テ ンジオ ンの 添加 に より Kml は 12.8 pM と顕著に低下し, シ グモイ ド曲
線は Michaelis - Menten 型 へ 変化した ｡ また , 同時に K m2 の 低下 と V m a x2 の 増加
が認め られ ､ V m a x2/Km2 はア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加 に より 2倍以上 に増加した ｡
エ ス ト ラ ジオ ー ル の 添 加 も Kml の 顕著な低下 を きた し , 反 応速度論曲線は
Michaelis- Me nte n型 に変化した o しか し､ V m a x2 はは とん ど変化せず K m2 が 3 倍
近く増加したため ､ V m ax2/Km2 は顕著に低下した o DH E A- S の 添加 に よる 反応速
度論パ ラメ ー タ の変化は認められなか っ た｡
Fig. 2- 9 に発現 C W 3 A 7 による C B Z 10,1ト ニボキシ化の substr ate 一 ∇elo city
c u rv eおよび Eadie - Hofste eplot を､ Table 2- 2 に反応速度論パ ラメ - 夕を示 した o
C Y P3 A 7による CB Z10,1 ト土ボキシ化の 反応速度論曲線はス テ ロ イ ドの 存否 に関
48
わらずすべ て Mich卑elis - Menten 型 を示 したo ア ン ドロス テン ジオンお よびDH E A- S
の添加により Km の 低下が認められ､ V m a x/Km はそ れぞれ約 2倍､ 3.7 倍に増加し
たo DH E A-S 添加 にお い て は V m a xの 増加も認められた. エ ス トラ ジオ - ル添加に
おいて は Km はほとん ど変化しな い かむしろ低下傾向で あ っ たが ､ Vm ax が顕著に低
下し､ Vm a x/Km は約1/3 に低下した｡
次に､ C Y P3 A 4および C Y P3A 7による C B Z10,1 トエ ポキ シ化反応をそれぞれ顕
著に活性化させたア ン ドロ ス テン ジオンおよび DH E A-S に着日し ､ C BZ の 存在が
これらの ス テ ロ イ ド代謝に如何な る影響を及 ぼすか に つ い て検討 を行 っ た ｡ Fig. 2-
10に発現 C Y P3A 4に よ る ア ン ドロ ス テ ン ジ オ ン 6β- 水酸化反応 の substr ate -
velo city c u r v eおよび Eadie - Hofste eplot を ､ Table 2- 3 に反応速度論パ ラメ - 夕
を示した oC Y P3 A 4 による ア ン ドロ ス テ ンジオ ン 6β- 水酸化の 反応速度論曲線は C BZ
の存否に関わらずシグモ イ ド型 で あ っ た .C B Z添加により Km2 は変化しなか っ たが ､
Vm aE2 がやや低下し､ V m a x2/Km2 はやや低下した .
Fig. 2- 11 に発現 C Y P3A 7による DH E A- S 16α 一 水酸化反応の substr ate一 V elo city
c u rv eまうよび Eadie - Hofste eplot を､ Table2-4 に反応速度論パ ラメ ー タを示したo
C YP3A 7による D H E A-S 1 6α 一 水酸化の 反応速度論曲線は C BZの 存否に関わらず
Micha占1is - Menten 型 を示 した . C BZの 添加によ る Km お よび Vm a xの 顕著な変化
は認められなか っ た｡
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Therea c也ons w er perfo rm ed in 也e absence orpresenc eof 100けM effectors. Lin ew ere drawn
u s mgdata analyzed bythe modi 鮎dtw o-site equation forC BZ o nly,plusD H E A-S, andby
M ichaelis- Menten eqtlationforplus androstendione, plus estradiol.
0, C B Zonly;△ ,PlusD H E A-S;○,Plus a ndrostendion e;A ,Plus estradiol.
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Fig. 2- 10 Substr ate- v elo city c u r v e(A)a nd Eadie - H ofste eplot(A)
ofa ndr o ste ndio n e6P-hydr o xylatio nby e xpr e s s ed C YP3A 4･
The re actions w er perform ed inthe absenc e orpre s e n c eof 100い･M effectors･ Lin ew e redrawn
uslngdata an alyzed bythe m odifledtw o-siteequation･
○, Andm stendion eo nly;◎ , PhsCB Z.
Table2-3 監in eticpa r am eters ofandro stendione
6β-hydroxylation by e xpr ess ed C Y P3 A 4
An dro stendio n e o nly Plu sC B Z
K m1 3･5 2･O
K m2 100･3 97L8
vm ax2 117.493 8 1.370
vm 鑑2/Kml I.17142 0.83200
Stlbstrate c oncentratio n used wa s5-500mM . The r e actio nwere perfo rmedin the
abs ence orpre sence of 100mM CB Z･ Units ofco
'
nstants w ere a sfollows:K m
(apparent), m M;and Vm a3L, n m Ol/n moI C YP/ min. K ml, K m2 and Vm ax2 were
c alculated bythe modifiedtw o-s
■ite equatio n(Vm axl-0)
V - (Vm a x2S2/KTnlK m2)/(1＋S /Kml＋S2/KmlK m2) (Korezekw a etal. , 1998)
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Fig. 2
- l l Stlbstr ate- v elo city c tl r V e(A)a nd Eadie- H ofste eplot
(A)of D E 濫A- S 1 6α - hydroxylatio nby e xpr e s s ed C Y P 3 A 7･
The re acdons we reperfo rmedinthe absenc eorpres en ce of100pM effectors･ Line were
draw n usingdata arnlyzed byM ichaelis- Menten equation･
○, D H E A-S only;㊨,PlusC B Z.
Table2 A Kin eticpa r a m et r s of D丑丑A
-S16α - hydr o xylatio n
by e xpr e s s ed C Y P3 A 7
D H E A-So nly PlusC B Z
K m 17.0 2l.5
Vm ax 6.604 6.48
vm ax∠K m 0.･38847 0.28130
substrate c onc e ntration u s ed w as10-500llM. T he re action wereperfo rmed inthe
abse nc eorpr ese n c e of 100LIM C B Z. Units ofcon sta nts we re a sfollo w s:K m
(叩pare nt),”,M; and Vm ax, n mol/nm oICY P/ min. K m and Vm ax w ere c alc ulatedby
M icha elis- Menten equatio n.
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第ニ 勝 巳 ト威Å肝ミ タ 田 ゾ - ぬをこよ る襖尉
第 一 節にお い て 発現 C Y P3A 4を酵素源とし､ 各種内因性ス テ ロイ ドを添加し､ 各
種薬物代謝酵素活性を測定したと ころ ､ 一 部の 内因性ス テ ロ イ ドの存在により薬物
代謝酵素活性および反応速度論曲線の パ タ - ンが変化する こ とが明らか とな っ た｡
本節で は酵素源として , 生体 によ り近い と考えられ る ヒト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ムを用
い ､ 発現 C Y P3A 4を用 い た場合と同様 の現象が観察されるか否かに つ いて検討を待
っ た｡
2 - 2一 息 薬敵方法
2-2- トa 実験材料および試薬
実験に用 い た ヒト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム は H L214(3 8.7 m gprot./m L, 0.3 51n moI
G Y P/m L; 57才 , 男性) で ある o そ の 他の 試薬, 酵素類は第 一 節と同様 の ものを使
用した ｡
2- 2- トb 代謝酵素活性測定法
C BZ10,1 トエ ポキシ化 ､ N V P水酸化および z N S遼元酵素活性の測定はミク ロゾ
ー ム 蛋 白濃度1 mg/m L にて ､ T Z M水酸化酵素活性 の測定は 0.2 m g/m L にて ､ E M
∧ト脱メチル化酵素活性の測定は 0.5 m g/m L にて , 1 m L の反応液で行 っ た (37)｡
それ以外 の 操作は発現ミ ク ロ ゾ ー ム の場合と同様 の方法で行っ た (ト ト トb - f)o
2- 2- ト c 各種内因性ス テ ロ イ ドを用 い た添加実験
ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム に よる薬物代謝酵素活性に及ぼす各種内因性ス テ ロイド
の 影響に つ い て検討を行う目的で ､ 各種内因性ス テ ロ イ ドお よびα - ナ フ トフ ラボン
を反応系に添加し､ 第 一 節と同様 5種 の薬物で代謝酵素活性変化を測定した o 基質,
各種内因性ス テ ロ イ ドおよびα サ フ トフラボンほすべ て 100昨M とな る ように反応
系に添加した ｡
また､ ヒト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム による C BZ 10,1 トエ ポキ シ化および ZNS 還元酵
素活性に及ぼす内因性ス テ ロ イ ド添加濃度 の影響に つ い て倹討を行 っ た ｡ アル ドス
テ ロ ン ､ D HE A, ア ンドロ ス テ ンジオ ンおよびテス トス テ ロ ン を25, 50, 1 00､ 200
阿M とな るように反応系に添加し､ C BZ 10,l l- エ ポキ シ化およびZ N S還元酵素活性
の変化を測定した ｡ なお ､ C BZ および Z N Sの濃度は いずれも100BAM に て行 っ た｡
さ らに ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン ､ C B Z､ Z N Sが共存す る こ とに より互 い の反応速
度論/マラ メ ー タ に如何に影響を及ぼし合うか に つ い て検討を行 っ た ｡ 反応速度諭解
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析におけ る基質濃度は 15､ 2 0､ 3 0､ 5 0､ 75､ 100､ 1 50､ 2 00､ 3 00､ 500､ 750､
10008LM の うち ､ C BZが 15- 5 00LLM の 10ポイ ン ト, Z N Sが 15- 1000卜M の 12
ポイ ン ト､ ア ン ドロ ステ ンジオ ンが 15- 300pM の 9 ポイ ン トで行い ､ effecto rと
して の C B Z､ Z N Sお よびア ン ドロ ス テ ンジオン はい ずれ も 100pM とな るよう に反
応系に添加 した . なお ､ 反応速度論パ ラメ ー タの 算出は第Ⅰ章と同様の 方法に て行
っ た｡
2- 2 - 2 結 果
2-2- 2- a 内因性ス テ ロ イ ドの 各種薬物代謝酵素活性に及ぼす影響
Fig. 2
- 1 2 に C BZ 10
,
1 トエ ポキシ化､ T Z M l' - , 4- 水酸化, N VP2- , 1 2一 水酸化､
E M Ⅳ一脱メチル化および Z N S還元酵素活性に及ぼす各種内因性ス テ ロイ ドおよびα -
ナフ トフ ラボン添加 の影響を示した｡
多く の 内因性ス テ ロイ ドが C B Z 10,1 トエ ポキシ化､ NV P 2- , 12一 水酸化酵素活性
を活性化し､ 発現 C Y P 3A 4を用 い た場合 と同様､ D H E A､ ア ンドロ ス テ ンジオン ､
テス
'
トス テ ロ ン とい っ た ア ン ドロ ゲ ンは こ れ らの 活性を著しく活性化した｡ 最も顕
著な活性上昇が認められたの は､ アン ドロ ス テ ンジオ ン添加による CBZ 10,1 トエポ
キシ化酵素活性で あり ､ コ ン トロ ー ル の 約 6倍に活性が上昇した｡ TZ M水酸化酵素
活性にお い て は ､ 1.5 倍以上活性を上昇さ せた内因性ステ ロイ ドは存在せず､ 多く の
内因性ス テ ロイ ドに より活性が阻害された ｡ 阻害の 受け方は 1し 水酸化 の方が 4一 水
酸化よりも強か っ た ｡ E M ∧ト脱メチル化酵素活性 と ZNS 還元酵素活性はほとんどの
内因性ステ ロ イ ド添加 に より阻害された o 特 に ､ N V P 2- , 1 2- 水酸化酵素活性 と C BZ
10,1ト エ ポキ シ化酵素活性を大きく活性化さ せた DH E A､ ア ン ドロ ステ ン ジオ ン､
テス トス テ ロ ン は､ EM ∧ト脱メチル化 とZ N S還元酵素活性を反対に強く阻害した｡
一 部の 内因性ス テ ロ イ ド添加 に より特に大きな活性変化が認められた C B Z 10,1 ト
エポキ シ化酵素活性と 2N S還元酵素活性に つ い て ､ 4 種類の内因性ス テ ロイ ド (ア
ル ドス テ ロ ン , D H E A､ ア ン ドロス テ ンジオ ン , テ ス トス テ ロ ン) の 添加濃度変化
による影響に つ い て 検討 を行 っ た o Fig. 2- 1 3(A) に示 したよう に , C B Z 10,1ト エ
ポキ シ化酵素括性は､ こ れ ら 4 種類すべ て の 内因性ステ ロ イ ド添加 により ､ 濃度依
存的に上昇した ｡ 特に ､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン は強力な活性化惹起物質で あり , 低
濃度 (25pM) にお い て もコ ントロ ー ルに 比 べ 4 倍以上活性を上昇させたo 対照的
に Z N S還元酵素活性は､ D H E A, ア ン ドロス テ ンジオ ン, テス トス テロ ン により濃
度依存的に阻害を受け (Fig. 2- 1 3(B) ､ 低濃度 (25pM) にお い て も､ コ ン トロ -
ル活性の 50 %以下に活性が低下した ｡ アル ドス テ ロ ンは Z N S還元酵素活性に対 しは
とん ど影響を及ぼさず､ C BZ 10,ll- エ ポキシ化酵素活性の 活性化も他の 3種の内因
性ス テ ロイ ドに比 べ 小 さか っ た｡
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2- 2- 2⊥b 反応速度論的検討
C B Z 10,1 トエ ポキシ化酵素活性､Z N S還元酵素活性をそれぞれ特に顕著に活性化､
阻害 した ア ン ドロ ス テ ンジオ ン に閲 し ､ そ の 添加 が両 反応 の 反応速度論パ ラメ ー タ
を如何に変化さ せ る か につ い て検討を行 っ たo また ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン 6針水
酸化酵素活性に対 し C BZ､ Z N Sの存在が如何なる影響を及ぼすか に つ い て の 検討も
併せ て行 っ た｡
Fig. 2- 1 4(A)に C B Z 10,1 トエ ポキ シ化酵素活性に及ぼすア ン ドロ ス テ ンジオン
および z N Sの 影響を示した ｡ 成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム によ る CB Z10,1 トエ ポキシ化の
反応速度論曲線は､ 発現 C Y P3A4 を酵素源とした場合と同様 シグモイ ド型 を示したo
ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加は C BZ 10,l l- エ ポキ シ化の大幅な活性上昇をもたらし,
特にそ の影響は低基質濃度で顕著で あ っ た｡ また ､ ア ン ドロ ス テ ンジ オ ン添加によ
り反応速度論曲線はシグモイ ド型 か ら M ichaelis- Mente n型 に変化した o 2⊥binding
site モ デルに よる解析より ､ C B Z 10,1 トエポキシ化酵素活性の K ml､ K m2 はアン
ドロ ス テ ンジオ ンの 添加 に より いずれも低下し､ 特 に Kml は 71.6 pM か ら 0.1 pM
へ と著しく低下した (Table 2-5). ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添 加時の速度論解析は
Michaelis - Me nten 式で も解析可能で ､ そ の 時の 速度論 ^oラメ 一 夕は ､K m - 268.7pM､
V m a x - 2.7 n m ol/m g/min と2-b in ding site モ デル によ る ､ K m 2 - 2 67.8 ドM､
V m a x- 2.7 n m ol/m g/min とほぼ同等で あ っ た ｡ 一 方､ Z N Sは C B Z 10,l l- エポキ
シ化酵素活性に 対 して影響を及 ぼさず､ 速度論パ ラ メ ー タ の 大きな変化は認められ
なか っ た ｡
Fig. 2
- 1 4(B)に Z N S還元酵素活性に及ぼす C B Zおよびア ン ドロ ス テ ンジオ ン添
加 の影響を示した｡ ZNs 還元酵素活性は C B Z､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加により阻
害を受け､ 特にア ン ドロ ス テ ン ジオ ン により強い 阻害を受けた ｡ Z N S還元 反応は､
effecto r の 存否に かかわ らず, Micba elis- Mente n モ デル に て解析可能で あ っ た｡
ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加 に より ZN S還元反応の Km は釣 30倍 (843.5 pM to
24118.0トIM) に増加した (Table 2-5).
Fig. 2- 1 4(C)にアン ドロ ステ ン ジオン 6β- 水酸化酵素活性に及ぼす C BZおよび
Z N S添加 の影響を示した ｡ アン ドロ ス テ ンジオ ン 6β一 水酸化 の 反応速度論曲線はシ
グモイ ド型 を示 し､ C BZ添加 に より高基質濃度で阻害を受け ､ V m a x2 の 低下(12.792
to 7.599n m ol/m g/min) が認 められ たが (Table 2- 5)､ シ グモ イ ド曲線の解消は
認められなか っ た ｡ 一 方 ､ ZN S添加 による A ND 6β- 水酸化酵素活性の変化は認めら
れなか っ た ｡
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第三節 胎児肝ホ モ ジネ - トによ る検討
第二節にお い て ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ - ム を用 い ､ 各種内因性ス テロ イ ドの 添加 に
より ､ 発現 C Y P3 A 4を用 い た場合と同様 の現象が観察される こ とを確認した ｡ 本節
にお い て は胎児肝ホモ ジネ - トを用い ､ 発現 C W3A 7を用 い た場合と同様の現象が
観察され るか否か につ い て 検討を行っ た ｡ 酵素量 に限りがある ため､ こ こで は C BZ
10
,
1 トエ ポキ シ 化酵素活性お よび コ ル チ ゾ - ル 6β- 水 酸化酵素活性た及 ぼす
D H E A-S 添加の影響と DH E A-S 16α - 水酸化酵素活性に及ぼす C BZお よびコ ルチ
ゾ - ル添加の影響につ い て の み検討を行 っ た Q
2- 3- 1 実験方法
2-3- ト a 実験材料および試薬
実験に用 い た胎児肝ホモ ジネ - ト (19週齢) の 蛋白濃度は 14. 72 m g pr ot./rriL
で ある ｡ そ の 他の 試薬､ 酵素類は第二節と同様の もの を使用した｡
2-3- トb 代謝酵素活性測定法
C BZ 10
,
1 トエ ポキシ化 ､ コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化および D H E A-S 16α - 水酸化酵
素活性の測定は , ホモ ジネ - ト蛋白濃度 0.59 m g/m L にて 0.5 m L の 反応液で反応
時間 20分で行 っ た ｡ それ以外の操作は発現ミ クロ ゾ - ム に よる方法 と同様に行 っ た
(ト ト1-b､ ト2- ト c, ト2-ll e).
2- 3- 2 結 果
2-3- 2 - a 胎児肝ホモ ジネ - トによ る C B Z 10,ll- エポキ シ化およびコ ルチゾ - ル
6β- 水酸化酵素活性に及ぼす D H E ATS の 影響
Fig. 2- 15(A)に胎 児肝ホモ ジネ - トによる C B Z 10,1 トエ ポキシ化酵素活性に及
ぼす D HE A-S 添加 の 影響を示した ｡ C BZ 10,l l- エポキ シ化酵素活性はコ ン トロ ー
ル である D H E A- S 非添加時の 0.009n m ol/m g pr ot./min に対 し､ D H E A-S 蘇加
時は0.0 27n m ol/m g protノmin と約 3倍の活性上昇が認められた｡
Fig. 2
- 15(B)に胎児肝ホ モ ジネ - トに よる コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化酵素活性に及
ぼす DH E A- S 添加 の影響を示した. コ ルチゾ - ル 6β- 水酸化酵素活性はコ ントロ -
ルで ある D H E A- S 非添加時の 0.013n m ol/m g protノmin に対 し ､ DH E A-S 添加
特は O.0 25n m ol/mg pr ot./min と約2倍の活性上昇が認められたo
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2-3 - 2- b 胎児肝ホモ ジネ - トによる D H E A- S 1 6α 一 水酸化酵素活性に 及ぼす cBZ
およびコ ルチゾ - ル の 影響
Fig. 2 - 16 に胎児肝ホ モ ジネ - トによ る DH E A-S 16α - 水酸化酵素活性に及ぼす
C BZお よびコ ル チゾ - ル添加 の 影響を示 した . D H E A- S 16α - 水酸化酵素活性はコ
ン ト ロ ー ル の 1.80n m ol/m g pr ot./min に 対 し ､ C BZ添加 で 1.7 2n mol/mg
pr otノmin とほ とんど変化が認められなか っ た ｡ また ､ コ ルチゾ - ル添加 で は 1.46
n mol/m g prot./min と約 20 %の 活性低下が認められた .
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解抑齢 考 察
胎児期にお い て は , 内因性ス テ ロ イ ドホル モ ン の 多く は副腎より分泌されるが､
胎児 の副腎は成人 に比 し体重比 で は 1 5倍も大き い ｡ また ､ 胎児にお い て は胎児層
(fetal之O ne) と い っ た成人 にはな い 皮質の 外側を被う層が存在し, 出生後徐々 に退
締する. 胎児層からは多量 の D H E ATS が分泌され てお り ､ D H E A-S は胎児胎盤系
を経て最終的に エ ス トロ ゲ ン に代謝され る が ､ 胎児 の 発育および妊娠 の維持等に重
要な役割を担 っ て い る ｡ こ の 様に ､ 胎児期から新生児期にかけて は成人と異なる内
因性ス テ ロイ ドの分泌 パタ ー ン を示す｡ また , C Y P 3Aは これ ら内因性ス テ ロイ ドの
代謝 に も関与す る こ とか ら ､ 内因性ス テ ロ イ ドの C Y P3 Aに よる薬物代謝酵素活性
に及ぼす影響を明らか にす る必要があ る と考えられた . そ こ で ､ 本章に お い て は各
種内因性ス テ ロ イ ドが C Y P 3Aの 触媒す る薬物代謝に対 し如何なる影響を及ぼすか
につ い て 1
'
n v l
'
t:rO 系にて換討を行 っ た ｡
発現 C Y P3 A 4お よび ヒ ト成人肝 ミ ク ロ ゾ ー ム に よ る W P水酸化活性と CBZ
1 0,1 トエ ポキ シ化酵素活性は いく つ か の 内因性ス テ ロ イ ドに より活性化された ｡ 特
に DHE A, ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン , テス トス テ ロ ン ､ とい っ たア ン ドロ ゲンは顕著
に こ れ らの代謝酵素活性を活性化した ｡ 一 方､ これ ら の ア ン ドロ ゲンは E M N- 脱メ
チル化, Z N S還元酵素活性に対して は逆に阻害作用 を示した ｡ これら の 内因性ステ
ロイ ドによる CB Z 10,1ト エ ポキ シ化酵素活性の 活性化や Z N S達元酵素活性の 阻害
は濃度依存的で あり ､ 低濃度で もかな りの 影響が認められた こ とから ､ 1
'
n vlv oにお
い て も これ ら の ア ン ドロ ゲン が薬物代謝に対 して影響を及ぼす可能性は否定で きな
い
｡ 過去 の 多く の 報告は ､ 一 般に女性 の方が男性よりも C Y P 3A 4活性が高い と報告
して い る ｡ た とえば､ watkin s 等は , E M プ レス テス トをラ ー ジス ケ - ル で行い ､
女性の 方が男性よりも 1℃ 02放出が有意 に高い こ とを報告して い る (39, 4 0)｡ 今回
の 検討で ､ ア ン ドロ ゲンは E M N一 脱メチル化を エ ス トロ ゲン より も強力 に阻害した
ことか ら ､ E M プ レス テス トに見られた性差はス テ ロ イ ドホルモ ン レベ ル の 性差が
一 因 として ある の かもしれな い ｡ 一 方､ Su s a n等は ､ W Pの 副作用 で ある皮疹の発
生率 の性差に つ い て 報告して い る (41)｡ 彼らは実際に T W P血中濃度の測定を行っ
て は い な いが , N V P投与に より女性では男性の 7 倍の深刻な皮疹の リス ク増加と､
3.5 倍の N V P治療の 中止があ っ た と報告して い る ｡ こ の デ - 夕は､ 女性 の方が男性
よりも P N Pの 代謝クリアラ ンス が低い 可能性を示唆してお り , 今回 の 結果 (N V P
の 2- , 1 2- 水酸化酵素活性はア ン ドロ ゲン により大きく活性化された) と矛盾しな
い もの である ｡
一 方 ､ 発現 CY P3A 7 による薬物代謝酵素活性は C Y P 3A 4とは異なる種類の内因
性ス テ ロ イ ドにより影響を受けた ｡ C BZ 10,1 トエ ポキ シ化は C Y P3A 7におい ては
プレグネノ ロ ン ー S､ 1 7α 一 水酸化プレグネ ノ ロ ン - S､ D H EA-? とい っ た 3 位 の硫酸
抱合ス テ ロイ ドの療加によ っ て顕著に活性化された ｡ こ れ ら の硫酸抱合ス テ ロイ ド
は C Y P3A4 にお いて は活性上昇が認められなか っ たもの で ある ｡ 特に D H E A- S は
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C BZ 10,ll- エポキ シ化 の みならず､ N V P 2- ､ 1 2一 水酸化酵素活性も活性化,
′
I Z M 4-
水酸化酵素活性も若干 で はあるが活性化さ せた . D H E A-S 以外の 硫酸抱合ス テロイ
ドは W P および T Z M水酸化活性に対して は影響を及ぼさなか っ た . また今回､ 限
られた実験デ ー タで はあるが ､ 胎児肝ホモ ジネ - トにお い て も､ 発現 C Y P3 A 7 によ
る結果とほぼ同様 の結果 を得た ｡ D H E A∵S が C Y P3A 7 による薬物代謝酵素活畦に
対して影響を及ぼすと い っ た結果 は非常に興味深 い もの で ある ｡ なぜ ならば ､ 前述
l
の ごとく ､ DH E A- S は胎児期､ 新生児期にお い て 血中に高濃度に存在しており ､ 出
生時の 血中濃度は約 1 p g/m L 程度とされ (42)､ これ は約 2.5 pM に相当する o 今
回 1
'
n vltTO で検討 を行 っ た DH E A-S の 最低濃度は 25 pM で あるが , 2 5pM におい
て も C B Z 10,l l- エ ポキシ化活性は約 2.5倍活性上昇が認められて おり､ 低濃度域に
お い て も活性化作用はかなりあるも の と考えられた o さ らに , D H E A-S の 様な有機
ア ニ オ ンは LS T- 1 等の 有機アニ オ ントラ ンスポ - 夕 (43, 4 4) により濃縮的に肝細
胞中に取り込まれ ､ 肝細胞中で の 濃度は血中濃度よりもかなり高値 をと る こ とが予
想され る o したが っ て ､ DH E A-S は 1
'
n vIvo にお い て も これらの 薬物代謝活性に影
響を与える可能性が高い と考えられた｡
次に ､ 内因性ス テ ロイ ドに よる薬物代謝酵素活性の 活性化や阻害の メ カ ニ ズム に
関 して考察を行 っ た｡ まず､ アン ドロ ステ ンジオ ン添加 で発現 CY P 3A 4および ヒ ト
成人肝ミク ロ ゾ ー ム に よ る C B Z 10,1ト エ ポキ シ化の 反応速度論曲線が シグモイ ド型
から Michaelis- Me nten 型 へ 変化した理由に つ い て で あるが ､ ア ン ドロ ステン ジオ
ンの site - 1 へ の ア フ ィ ニ テ ィ ー は C B Zと比較して高い ため (K ml が発現 C YP3A 4
で 3.5 v slO4.8pM ､ ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム で 5.7 vs71.6汁M)､ C BZとア ン ドロ
ス テ ンジオンが共存する と site - 1 はアン ドロ ス テ ンジオ ンで占有される と考えられ
る o よ っ て ､ C BZは site - 1 へ 結合 しにくくな るが , 見か け上アン ドロ ステ ンジオン
添加 により C B Zの K ml は低下す る こ と とな る ｡ 実際､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加
､
時の C BZ 10,1 トエ ポキ シ化反応に おける K mlは ､ 発現 C W 3A 4にお い て 12.8トIM ､
ヒト成人肝ミ クロ ゾ 一 冬にお い て 0･1pM と非添加時と比較して大幅に低下した o 従
っ て ､ C B Zの 反応速度論解析にお い て site - 1 の 存在は無視できる こととなり､ ア ン
ドロ ス テ ンジオ ン共存時の C BZ 10,1 トエ ポキシ化の 反応速度論曲線は シグモイ ド型
から通常の M icha elis - Mente n型 に変化したもの と考えられた ｡ また ､ 発現 C Y P3A 4
で の エ ス トラジオ ー ル 添加 にお い て も･Kml の 低下が認められ (104.8to 2.1 汁M)､
ア ン ド ロ ス テ ン ジ オ ン 添加 時 と同様 ､ 反 応速度論曲線がシ グモ イ ド型 か ら
M ichaelis - Mente n 型 へ 変化した ｡ 一 方､ DH E A-S 添加で は極端な K ml の 低下は
認められず (104.8to 80.9tAM)､ シ グモ イ ド曲線の解消には至らなか っ たもの と考
え られ た. 次に ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ンお よび エ ス トラ ジオ - ル添加 に よる活性変
化に 関して で あ るが ､ 活性上昇の 認 められ たア ン ドロ ス テ ンジオ ンで は ､ そ の 添加
に より K ml の 低下と 同時 に K m2 の 低下が認められた (発現C Y P3A 4 で 248.3 to
139.5pM ､ ヒト成人肝ミ ク ロ ゾ - ム で 1384. to
`
2 67.8pM). V m ax2 は発現 C Y P3A 4
にお い て は若干上昇したも の の ､ ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお い て は逆 に低下した
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こ とか ら ､ ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加に よる C BZ 10,l l- エ ポキ シ化活性の 上昇ほ
Km2 の 低下 ､ つ まり site- 2 ヘ の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 増加 による もの と考えられた｡ 一
方 ､ エ ス トラジオ ー ル の添加 では ､ Vm ax2 はほ とん ど変化しなか っ たが , K m2 は 3
倍近 く上昇が認められ ､ site - 2 へ の ア フ ィ ニ ティ ー 低下 に より活性低下をきたすも
の と考えられた ｡ ア ン ドロ ステ ン ジオ ンや エ ス トラ ジオ - ル の 添加 により何故 CBZ
の site - 2 ヘ の ア フ ィ ニ ティ ー 変化が起 こ る の か につ い て で あるが ､ site - 1 ヘ これら
の ステ ロ イ ドが結合す る こ とにより site- 2の 構造変化が生じ､ そ の ため C BZの site-2
ヘ の アフ ィ ニ テ ィ - に変化が生 じる こ とや ､ 活性ポケヅト内で の 基質同士 の相互作
用による触媒効率の変化が生じる可能性が考えられた oFig. 2- 1 7Aに2-bindingsite
モ デル により考案した C Y P3A 4 による C BZ10,1 トエ ポキ シ化反応に対す るアンド
ロ ス テ ン ジオ ンお よびエ ス トラ ジオ ー ル の影響に つ い て の 仮説 を模式的に示 したo
ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い た検討 に お い て は , Z N S還元反応に及ぼす C BZ
お よび アン ドロ ス テ ンジオ ン添加 の影響に つ い て も検討を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ ZNS
還元反応は ､ Z N Sの K m よりも小さ い Kml 値 を もつ ア ン ドロ ステ ン ジオ ンおよび
C B Z により阻害を受け ､ 特に site - 1 ヘ の ア フィ ニ テ ィ ー が高い ア ン ドロ ス テ ンジオ
ン により強力に阻害された . また ､ Z N S単独で の Km 値 は 844けM と C BZの site-
2 へ の ア フィ ニ ティ ー (K皿2 -1 384けM) より高い
1
にもかかわ らず､ z N Sは C BZの
代謝に全く影響を及ぼさなか っ た こ とから , Z N Sは site- 2 で はなく site - 1 で代謝
され る と考 えられた (Fig. 2- 1 7(B)).
C W 3 A 7による C B Z 10,1 11 エ ポキシ化の 反応速度論曲線は M icha elis - Me nten
型 を示 した こ とか ら､ C Y P3 A 7は C Y P 3A 4の 場合と異なり ､ CBZに対 して複数の
基質結合部位は存在せず, 単 一 の 部位で しか C BZ と相互作用しな い も の と考えられ
た ｡ また ､ 一 方で C Y P3 Al にお い て は CBZの site - 1 へ の ア フ ィ ニ テ ィ ー が非常に
高 い ため ､ 見か け上 Micha elis - Mente n型 を示す こ とも考えられたo しかしながら､
C BZと D H E ATS の 共存 にお い て ､ 互 い の 代謝酵素活性を阻害しなか っ た こ と､ ま
た , い ずれ の 反応速度論曲線も Michaelis - Menten 型 の ままで変化が認められなか
っ た こ とか ら､ C W 3A 7 にお い て は ､ C B Zと D H E A- S はそ れぞれ別 々 の site で代
謝を受ける可能性が高い と考えられた. D H E ATS によ る C B Z 10,1 ト エポキシ化酵
素活性 の 活性化は , CY P3A 4にお け る ア ン ドロ ス テ ン ジオ ン添加 の 場合 と同様､
D H E A-S の site - 1 ヘ の 結合が site 1 2 の構造変化を生じさ せ , CB Zの site - 2 ヘ のア
フ ィ ニ ティ ー を上昇させ る こ と､ ある い は､ 活性ポケ ッ ト内で の C BZ とDH E A-S
の 相互作用 により触媒効率 の変化が生じる可能性が考えられた o Fig. 2 - 18に 2-
binding site モ デル に より考案した C YP 3A 7 による CBZ 10,1 トエ ポキ シ化反応に
対す る D H E ATS の影響 に つ い て の 倣説を模式的に示 した.
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第五節 ホ 括
バキ ュ ロ ウイ ルス ー 昆 虫細胞系により発現させ た C Y P3A 4､ C Y P3A 7およびヒ ト
成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム ､ 胎児肝ホモ ジネ - トを用 い ､ 各種薬物代謝酵素活性に及ぼす
内因性ス テ ロイ ドの影響に つ い て検討を行 っ た ｡
1 . 発現 C Y P3A 4お よび ヒ ト成人肝ミク ロ ゾ ー ムにおい て は､ ア ン ドロ ステ ンジオ
ン ､ テス トス テ ロ ン等の ア ン ドロ ゲン により､ C BZ IO,l l- エポキシ化, N V P 2- ､
1 2一 水酸化酵素活性が活性化されたが , E M ∧ト脱メチル化､ Z N S還元酵素活性
は逆に これ らの ア ン ドロ ゲンに より阻害された ｡
2 . 発現 C Y P3A 7お よび胎児肝ホモ ジネ - トにお い て は､ D H E A- S により CBZ
IO,1 トエ ポキ シ化酵素活性が活性化された . D H E ATS は新生児期に極めて高濃
度に存在す る こ とか ら､ この 時期 の薬物代謝活性に影響を及ぼす可能性が示唆
された｡
3 . C Y P3 A 4による C B Z 10
,
1 トエ ポキシ化 の 反応速度論曲線は､ ア ン ドロ ス テ ン
ジオ ン添加によりシ グ モイ ド型か ら M icha elis - Mente n 型に変化した. そ の 理
由として ､ ア ン ドロ ス テン ジオ ンは site - 1 へ の 親和性が高い ため､ C B Z に代わ
つ て site - 1 を占有する こ ととなり ､ C BZ代謝にお い て site - 1 の 存在が無視で
きる こと になるためと考えられた ｡ また , ア ン ドロス テ ンジオ ン により C BZ代
謝が活性化された の は ､ site - 1 ヘ ア ン ドロ ス テ ンジオ ンが結合す る こ とで の 活
性部位 の構造変化､ ある い は活性部位内で の 基質同士 の 相互作用 に より ､ CBZ
の site - 2 へ の 親和性が増加したためと考えられた｡
4 . C P3A 7 による C BZ 10,1 トエ ポキシ化および DH E A-S 16α - 水酸化は､ 両基質
の 共存におしiて互 い の 代謝を阻害しなか っ た こ と ､ い ずれ の 反応速度論曲線も
Michaelis - Me nte n 型 で両者 の異存に よ っ て も反応速度論曲線の 型 に変化が認
められなか っ た こ とか ら､ 両者はそれぞれ独立 の site で酵素と相互作用す るも
の と考えられた . また , DH E ATS による C BZ代謝の活性化は ､ 活 性部位の構
造変化､ ある い は活性部位内で の基質同士 の相互作用 による C B･Z の 酵素へ の親
和性増加 による もの と考えられた ｡
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第捌章 出生後の尿中ステ m4 鰐代謝物の変動
第Ⅰ章､ 第Ⅱ章の結果より､ C Y P3A 4と C YP3 A 7 では薬物, 内因性ス テ ロイ ド代
謝における基質特異性が異な る こと ､ さらに ､ 内因性ス テ ロ イ ド添加 に よる活性変
化にも差異が認められ る こ と が明らかとな っ た ｡ 出生後数週間は C Y P3A 7から
C YP3 A 4へ の 変換が起 こ っ て い る 時期と考えられ , C yP3 Aに よる薬物代謝能は大
きく変動するもの と考 えられ る o そ こ で ､ 本章で は､ 出生後の C Y P3 A7 か ら C YP3 A4
へ の 変換が如何に起こ っ て い る か に つ い て検討を行う目的で ､ 新生児期 の 尿中ステ
ロ イ ド代謝物の経日的変化を追う ことと した o す なわち ､ CY P3A活性 の指標として
尿中 6β一 水酸化コ ルチゾ - ル/ コ ルチゾ - ル (6β- O H F/C) 比を､ C W 3A 7活性の
指標 と して尿中 16α 一 水酸化 DH E A/クレアチ ニ ン (C R E) 比を用 い ､ 出生後経日
的に測定を行い ､ C Y P3 A 7と C Y P 3A 4活性が出生後如何に変化す る かに つ い て検討
を行 う た｡ さらに､ 出生後の C Y P3A7 および C Y P 3A 4活性 の変化により ､ 各種薬
物代謝活性が如何に変化するか につ い て考察を行 っ た ｡
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第 一 節 尿中 印 一 水酸偲 コ ルチゾ ー ル/ コ ルチ ゾ - ル放の 出生後 の
変動
本節では､ まず出生時の尿中 6β- OHF/C 比 を規定する要因を明らか とする目的で ､
在胎週齢､ 体重 ､ 性別 ､ 出産方法の異な る多数 の新生児 の 尿中 6β- O H F/C 比の 測定
を行い 比較検討した ｡ 次に , 出生後縫目的に採尿を行い ､ 出生後の 尿中 6β- O H F/C
l
比 の変動につ い て検討 を行 っ た ｡
3- 1 - 1 実験方法
3-1- ト a 実験材料および試薬
君津中央病院新生児科の未熟児を含む新生児 122名および千葉大学医学部附属病
院産婦人科にて満期正常分娩で 出生 した男児新生児 56名 とそ の母親 17名､ 非妊娠
健常成人女性より採尿を行 っ た ｡ 君津中央病院の新生児 の うち ､ 出生 当 日の 採尿が
可能で あ っ た新生児の 背景 を Table 3 -1 に､ 出生後の 経日採尿を行 っ た新生児 の背
景を Table 3- 2 に示した . また , 千葉大学医学部附属病院の新生児 と母親､ 対照 と
した非妊娠健常成人女性 の背景を Table 3-3 に示 した . なお ､ 君津中央病院の新生
児は何らか の 問題 (発育不全 , 感染症等) を持 つ 者で あるが ､ C Y P3A酵素活性に影
響を及ぼす こ とが知られて い る薬物が使用された者は除外した｡
採尿ポイ ン トは ､ 新生 児は午前中の初尿 と し､ 君津中央病院におい て は ､ 出生 当
日お よび出生後1 ､ 2 ､ 3 ､ 5 ､ 7 ､ 1 4日目に ､ 千 葉大学医学部附属病院にお い
て は ､ 出生 当 日お よび 出生後 1 ､ 2 ､ 3 ､ 5 ､ 7 日目に行 っ た ｡ また ､ 母親の 採尿
は出産後2時間､ 非妊娠健常成人女性は午前中の初尿とした｡
試薬類は ､ 前章まで に用 い たもの と同様の もの を使用した ｡
3 11- トb 尿中 6β- 水酸化コ ルチゾ - ル の 定量法
尿サ ンプルから甲6β
- O H Fの抽出はJoelle nbe ck 等の 方法 (45) を 一 部改変して
行 っ た｡
尿サ ンプル 5 mL をとり ､ 0.1 N H Clにて pH 4.0 に調製後､ 無水硫酸ナトリウム
1g を加 え溶解した ｡ 酢酸エ チル 15m L を加え 5分間振倒混和し､3,0 00rpm で 5 分
間遠心分離後, 酢酸エ チル層を別 の試験管に移した｡ 0.25 N水酸化ナトリウム/飽
和硫酸ナトリウム溶液 1 m L に て酢酸エ チル層を 2回洗浄後､ 酢酸エ チル層 10 m L
を別 の 試験管に移し ､ 減圧下蒸発乾固した ｡ 残時に分析用溶離液200pL を加 え溶解
したもの を H P L C用試料 と し､ 40pL を H P L Cへ 注入した.
H P L C システムお よび H P L C条件は ､ カ ラム の 洗浄時間を 40分間とした以外は
ト2- ト c に記載したも の と同条件に て行 っ た ｡
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3- ト トc 尿中 コ ルチゾ - ル の 定量法
尿サ ンプルからの コルチゾ - ル の 抽出は Sa m a an等 の方法 (4 6) を 一 部改変して
行 っ た ｡
尿サ ンプル 3 mL に､ 内部標準物質(2pg/m L デキサ メタゾン/メタノ ー ル溶液)
50ドL､ ク ロ ロ ホルム 6 m L を加 え 5分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 5 分間遠心分
離した ｡ 上層を除去後, 0.3 N 水酸化ナトリウム 6 m L にて ク ロ ロ ホルム層を2 回
洗浄し､ クロ ロ ホルム層を別 の試験管に移し､ 減圧下蒸発乾固した｡ 残溶に 50 %メ
タノ ー ル 200pL を加 え溶解したも の を H P L C用試料とし､ 4 0けL を H P L Cへ 注入
した ｡
H P L C シ ステ ム は､ 尿 中 6β- O H Fの測定と同様の シス テ ム を用 い た . カ ラムは
In e rtsil O D S-3 (粒径 5t^ m､ 4.6×250 m m､ ジ - エ ルサイ エ ンス) を用 い ､ カラ
ム は室温で使用した｡ 分析用溶離液として ､ 3 0 % アセ ト ニ トリル を脱気して用い ,
流速は 1.0 m L/分とした｡ カ ラム に残る物質を洗い流す目的で 25分より溶離液を
70 %アセ トニ トリル に切り換え 20分間カラム を洗浄した ｡ そ の 後分析用溶離液に
戻 し､ さ らに 20分間カラム を洗浄､ 平衡化した o 検出波長は 247n m で行 っ たo
本条件にて ､ コ ルチゾ - ル は約 13分､ 内部標準物質は約 26分に溶出した ｡
3- ト トd デ ー タ解析法
相関係数は､ 直線回帰分析 に より算出した｡ 出生時 の新生児 と母親 の 尿中 6β-
O H F/C 比 の有意差検定汝 paired t一 検定で ､ そ の他 の検定は unpaired t- 検定で行
つ た ｡ なお ､ 群間 の 分散に有意差が認められた場合 の検定はノ ンパ ラメ トリ ッ ク
(Wilc o x o n) 検定で行い ､ 危険率 5 %以下を有意差有りとした ｡ デ ー タ解析には統
計 ソ フ トStatView 4.0 (A ba c u s con cept, C A, U SA) を使用した｡
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Tab丑e3･且 Deぬ細s o宮地 e me om如espa 訂息豆cip如i喝 豆n 蝕e m e as Ⅶr e m e m息of 蝕e Ⅶ血 a ry
坤 - O 量壬F/C r a由o o m地 eir day of birth
Numberofpre m ature stlbjects NtLmber ofm amre s ubjects
Ces ar ean Vaginal Total Ces are an Vaginal Total
birth birth birth birth
Male 17
Fe male 20
10 27 9 14
29 7 8 15
Mattw e subje cts, gesta血o nalages are o v er37w eeks; pre m attw e sllbjects, gesta也on alages are under37w eeks.
Sa mples w ere ob min ed fro mKi mitsuChu o告ospital.
Table3･2 Detai且s ofthe n e o n ate spa rticipatingin 也 e sttldyto cla rifypostn atal
cha nge sin 地e u rin ary 坤- OH F/ar aiio
Nu mber ofpre m ature Subje cts Nu mber ofm atu re subjects
Cesaq ea n Vaginal Total Ces ar ean Vaginal Total
birth birth birth bird1
M ale 16 25 10 19 29
Fe male 13 4 17 5 5 10
Mattw e subje cts, gestado nalages are o v er37w eeks; pre m at町e Stlbjects, geStadonalages are t mder37 weeks.
Sa mples w er e obtain ed fm m Ki mitsuC ho Hospital.
TableSIS D ぬi且of fullte r m nor mal de舶v e ry n e o n ate sl their m other sand he althy
yotlng蝕 m ale v ohmte e r s
Nu mbers Age Gestado n alage Body w eight
(ye ars) (w eeks) (A)
Neo n ates 56
Neo n ates 17
(paired wi thm other)
M others
Fe m ale vollmteerS
(withotltPregn an cy)
17
24
31.6± 5.5
24.6± 6.5
39.3 ±1.3
39.5 ±1.2
3201士 348
3311± 398
Sa mples w ere obtain ed fro mChibaU hiv ersityHospital.
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3 - 1 - 2 結 果
3- ト2- a 出生時の尿中 6β- O H F/C 比
魯
Fig｡ 3
- 1 に君津中央病院のサ ンプルに おける 出生 当日の 尿中 6β- O H F/C 比と在
胎週齢､ 体重の 関係を示した｡ 出生当日の 尿中 6β- O H F/C 比 は､ 在胎週齢､ 体重と
の 間で有意な正の相関を示し ､ 特に 在胎週齢 との 間で高い相関 (r -0.4 76, P<0.001)
を示 した｡
Fig. 3
- 2 に性別 ､ 出産方法別で の尿中 6β- O H F/C 比 の 比較を示した o 出生当日
の 尿中 6β- O H F/C 比は性別 ( 男児; 13.8±1.6, 女児;13.9±2.2)､ 出産方法 (帝王
切開;12.7±1.7, 経臆出産;15.3±2.2) の違い に よる差は認められなか っ た ｡
Fig. 3- 3 に千葉大学医学部附属病院の サ ンプル で ､ 出生当 日の 新生児 とそ の 母親
の 出産後 2 時間の尿が同時に得られたもの の 尿中 6β- O H F/C 比 を示 した . 全例と
も､ 新生児 の 尿中 6β- O H F/C 比 はそ の 母親よりも高値を示し ､ paired トtest によ
り有意差 (p<0･0 1) が認 め られ た ｡ 一 方 ､ 非妊娠健常成人女性の尿中 6β- O H F/C
比は母親よりもやや高値を示したが ､ 両群間 に有意差は認められなか っ た ｡
3- ト2-b 出生後 の尿中 6β- O H F/C 比 の 変動
Fig. 3
- 4 に出生後の尿中 6β- O H F/C 比の 経日変化を示した. 君津中央病院サン
プル の在胎週齢 37以上は ､ 在胎週齢 3 7未満に比 べ 出生 当日の 尿中 6β- O H F/C 比
は高値を示し_､ 出生後経日的な低下が認められたo
一 方 ､ 在胎週齢 37未満で は出坐
当日の尿中 6β- O H F/C 比は低値をとり ､ 出生後 14日まで経日的な変化は認められ
なか っ た ｡ また , 全例満期正常分娩で ある 千葉大学病院医学部附属病院の サ ンプル
は､ ほぼ君津中央病院の在胎週齢 3 7以上 と同様の変化を示した ｡
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第二 節 尿中 1 6α 一 水酸化 DHEA/ク レアチ ニ ン比 の 出生後の
変動
本節では､ CY P3A 7活性の指標として尿中 16α - 水酸化 DH EA/CRE 比を用 い ､
出生後の C Y P3 A 7活性の変化に つ い て 検討 を行 っ た.
3- 2 - 1 実験方法
3-2- ト a 実験材料および試薬
対象は､ 千葉大学医学部附属病院産婦人科で満期正常分娩 にて 出生した新生児 で
ある (Table3-3)o
試薬類は前章まで に用 い たもの と同様 の もの を使用した ｡
3-2- トb 尿中16α - 水酸化 DH E Aの 定量法
尿中
､
D H E A 16cr 水酸化体は､ スル フ ァ タ - ゼ に て脱硫酸抱合処理を行い ､ 抱合
体､ 非抱合体の総量として測定を行 っ た｡
尿サ ンプル 1 m L に 2 M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH 5.2) 1 m L およびスル フ ァ
タ - ゼ (500unit) を加 え ､ 37℃ , 24時間脱硫酸抱合処理を行 っ たo 脱硫酸抱合
処理後､ 酢酸 エチル 5 mL を加 え
-
10分間振倒混和し､ 3,0 00rpm で 10分間遠心分
離した ｡ 酢酸 エチル層4 m L を別 の試験管に移し､ 減圧下蒸発乾固した ｡ そ の後は､
D H E A 1 6c r水酸化酵素活性測定法 と同様の操作 (1- 2- トd) にて蛍光誘導体化処理
を行 い ､ 蛍光検出器付き H P L C にて定量を行 っ た ｡
3- 2- 1- c 尿中ク レア チ ニ ンの 定量法
尿中クレアチ ニ ンは ､ Paroni等の方法 (47) に より行 っ た｡
2 0- 5 0倍に希釈した尿サ ンプル 100uL をマ イク ロ チ ュ ー ブにとり , 内部標準物
質 (loo雌/m L シメチ ジン/10m M H Cl) 10tLLお よびアセ トン 400pL を加え､
10秒間ボルテ ッ クス ミ キサ ー にて混和し､ 1 2,000rpm で 4 分間遠心分離した . 上
層300pL を別 の マ イ ク ロ チ ュ ー ブに移し､ 減圧 下蒸発乾固した. 残漆 に分析用溶離
液 10 けL を加 え溶解したもの を H P LC用試料 とし, 20pL を H P L Cへ 注入 した .
H P L C シス テ ムは､ CB Z 10,1ト エポキ シ化酵素活性測定で用 い たもの と同様の シ
ス テム を用 い た ｡ カ ラム は Inertsil ODS -2 (粒径 5 pm ､ 4.6×150rr m､ ジ ー エ ル
サイ エ ンス)で室温で使用した o 分析用溶離液として 10 m M デカ ンス ルフ ォ ン酸(pH
3.2): メ タノ ー ル - 1 :1 の割合 で混合したもの を脱気して用 い ､ 流速は 0.7 m L/分
とした｡ 検出波長は 236 n m で行 っ た｡ 本条件にて ク レアチ ニ ンは約 9分､ 内部標
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準物質は約13分に溶出した｡
3 - 2 - 2 結 果
Table3-4 に満期正常分娩にて出生した新生児 の 出生後 の尿中1 6α - 水酸化 D H EA､
cR E濃度および尿中16α - 水酸化 D H E A/C R E比 の経日変化を示した o 尿中16α -水
酸化 DH E A/C R E比は出生後､ 尿中 6β- OH F/C 比同様軽目的な減少が認められたo
また､ 7 日目まで の 低下率も尿中 6β- O H F/C 比 とほぼ同様で あ っ た o
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簾三筋 尿中ス テ 田 イ ド偲漸物a)細魚後 丑 年閤の変動
第 一 節､ 第二 節にお い て尿中6β- O HF/C 比お よび 16(叉 一 水酸化 DH E A/C R E比の
出生後1 - 2週間まで の 経日変化につ い て検討 を待 っ た｡ 本節で は 1名の新生児につ
い て 1 年間にわたり､ これら尿中ステ ロイ ド代謝物の測定を経時的に行 い ､ C YP3A4
および C Ⅵ?3A 7活性の長期的な変化につ い て検討を行 っ た ｡
3 -3 -且 素顔方絵
3-3- トa 実験材料および試薬
対象は千葉大学医学部附属病院にて出生 の女児 1名 (在胎週齢39､ 出生時体重
2
,
625g) お よびそ の 母親(年齢 27歳) で ある ｡ 子供は出生か ら 1年間にわたり経
時的 (出生当日, 1､ 2､ 3, 4､ 6, 1 4､ 2 1, 2 8, 3 5, 5 6､ 140, 1 68､ 1 81､ 196､
2 52､ 3 01､ 3 29, 3 64日目) に採尿を待 っ た ｡ 母親は妊娠 35､ 3 7, 3 8､ 3 9週目に
採尿を待 っ た｡ なお ､ 対象児は 252日目前後に 上気道炎に屡患､ アモキ シ シリン ､
カルポシス テイ ン ､ マ レイ ン酸タ ロ ル フ ェ ニ ラミ ンが数日間投与された｡ さ らに､3 45
- 379日目にか け､ 熱性けい れん に対 しフ ェ ノバル ビ夕 - ルが投与された .
3-3- トb 尿中ス テ ロイ ドお よびそ の代謝物の定量法
尿中 6β- O H F, コ ルチゾ - ル , 尿中 1 6α - 水酸イヒ D H E Aお よぴ C R Eの 定量は第
Ⅲ章､ 第 一 節､ 二 節と同様の方法で行 っ た ｡
3 - 3 - 2 蘇 果
3-3- 2- a 出生後 の尿中 6β- O H F/C 比 の 変動
Fig･ 3
- 5 に母親 の出産前および子供の 出生後 の尿中 6β- O H F/C 比 の経 日変化を
示した ｡ 母親と比較し子供の尿中 6β- O H F/C 比は出生当日で約 2倍､ 1 日目で約4
倍高値を示し､ それ以降4 日目 まで経日的に低下し､ 3 日目 ､ 4 日目 にお い て は母親
よりも低値とな っ たo 6 日日以降は軽日的な増加に転じた ｡ また ､ フ ェ ノバル ビタ
ー ルが投与された 364日目 の尿中6β- OHF/C 比は 88.8 と顕著に高値を示した .
3-3- 2-b 出生後の尿中16α 一 水酸化 D H E A/C R E比 の 変動
J
Fig. 3- 6 に母親の 出産前および子供の 出生後の 尿中 16a - 水酸化 D H E A/CR E比
の経日変化を示したo 子供の 出生当日の 尿中 16収 - 水酸化 D HE A/C R E比 は母親 (班
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産前日) と比較して顕著に高値を示した (5.1 04v s0.1 61)｡ 子供の 尿中 16α - 水酸
化 D H E A/C R E比は出生後 6 日目まで は速やか に低下し, その 後緩やかに低下し ､
6 ケ月 以降の 尿中 16(ユ ー 水酸化 D H E Aは検出限界以下とな っ た o
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第四 節 考 展
本章にお い て は､ 新生児 の 尿中ステ ロイ ド代謝物の経目的変化を追う こ と により ､
出生後の C Y P 3A酵素活性が如何 に変化して い る かに つ い て検討 を行 っ たo
尿中6β- O H F/C比 を新生児 の C Y P 3A酵素活性の指標として検討を行 っ た とこ ろ ､
出生 当日の 尿中6β- O H F/C 比は ､在胎週齢および体重 と有意な正 の 相関が認 められ ､
満期以前で 出産した新生児 の C Y P 3A活性は ､ 満期で 出生した新生児 に比べて低 い
こ とが示唆された ｡ また , 満期で 出生した新生児 の尿中 6β- O H F/C 比 は, これ まで
に我々 が 同じ方法で測定を行 っ た健常成人 の 平均値 (8.9 0､ n -3 7) よりも高値を示
した ｡ こ の 原因 として ､ 麟帯血 を経由して ､ 母親側からの影響を受 けて い る可能性
が考えられた ｡ そ こ で ､ 満期正常分娩にて 出生した新生児 の 出生 当日と ､ そ の 母親
の 出産後 2 時間の尿中 6β- OH F/C 比 を比較する こと とした ｡ そ の結果 ､ 検討を行
っ た 17 例全例で ､ 新生児 の 尿中 6β- O H F/C 比は母親よりも高値を示した ｡ よ っ て ､
新生児 の 出生当日にみられ る尿中 6β- O H F/C 比 の 高値 は母親側からの影響による可
能性は低い と考えられた｡ 次に､ 出生後 の尿中 6β- O H F/C 比 の終日変化につ い て 検
討 を行 っ た . そ の結果 ､ 在胎週齢 37以上で出生した新生児 の尿中 6β- O H F/C 比は
出生後経日的に低下する こ とが明 らか となり ､ 出生後かなり早期に C YP 3A酵素の
質的ある い は量的変化が起 こ っ て い る ことが示唆された｡ 一 方､ 在胎週齢 37未満で
出生 した新生児にお い て は ､ 尿中 6β- O H F/C 比は低値 の まま出生後 14日目まで大
きな変動がみられなか っ た こ とか ら､ 未熟児 で は満期 で 出生 した新生児 と異な る
C Y P3 Aの 発達過程をとる 可能性が示唆された ｡
尿中 6β- O H F/C 比 は成人 に 糾 1て は ､ CY P3A 4活性の マ
ー カ ー と して広く使用
され て い る ｡ しかしなが ら , コ ルチゾ - ル の 6β一 水酸化は C YP3 A 4に比 べ る と低い
なが らも CY P3A 7に よ っ て も触媒される ため ､尿中 6β- O H F/C 比の みでは C Y P3A 4
と C Y P3 A 7の個々 の 変化を知 る こ とはで きない ｡ そ こで ､ 次に C YP3A 7に極めて
特異性の高い DH E A- S 16α 一 水酸化反応に着目し､ 尿中 16α 一 水酸化 DH E A濃度の
測定を行 っ たo C Y P3A 4は硫酸抱合体である DH E ATS の 16cL- 水酸化はほとん ど触
媒しな い が ､ 非抱合体 の DH EA の 16α - 水酸化は C Y P3A7 に比 べ る とやや低い なが
らも触媒する ｡ しか し､ 新生児 の 血中 D H E Aはそ の ほと んどが硫酸抱合体として存
在して い る こ とか ら (48), 尿中排滑される DHE A 16α 一 水酸化体 の 量は C Y P3 A 7
活性を反映す る もの と考えられ る . 本来 ､ 基質 で ある D H E A- S と代謝物の 16α - 水
酸化体の 比で 比較す べ き と ころで ある が､ 尿中 DH E A濃度の測定が爽雑物質の影響
により困難で あ っ たため ､ 尿 中代謝物濃度で の 比較を行う こ とと し､ 尿量 の 補正 を
行う目的で尿 中 1 6α - 水酸化 DH E A/C R E比 として 比較を行っ た｡ 新生児 における
c R E排雅量は ､ 体重 あたりほぼ 一 定とい われ ており ､ ほか の 尿中排滑物を尿中 C R E
で除して 1 日尿量の差 ､ 日内変動を補正する こ とが行われて い る (49)｡ また ､ 出生
後の 血中 DH E A- S 濃度は ､ 副 腎胎児層の退締に伴い徐々 に低下す るも の と考 えられ
るが ､ 過去の 報告に よる と血中総 DH E A濃度は出生後 10 日目まで に顕著な低下は
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せず､ 25%程度の低下とされ る (50). よ っ て ､ 出生後 7 日目まで の検討 におい て 札
基質濃度の変動はほ とんどな い もの とし ､ 代謝物濃度 (16α
一 水酸化 DH E A濃度)
の変化を C YP3A 7蒔性の変化を反映す る もの として差し支えな い と考えられる ｡ 出
生後の尿中 16α 一 水酸化 DH E A/C R E比 は ､ 尿中 6β- O H F/C 比同様､ 経 日的な減少
が認められ ､ 7 日目まで の低下率は尿中 6β- O H F/C 比 の 低下率とはぼ同様で あっ た｡
この 結果 より ､ 出生後 1 週間まで の 期間は C Y P3 A 7活性 の 低下の みが起 こ り ､
c y p3A 4活性の大きな上昇は起 こ っ て い な い と考えられ る ｡ なぜな らば, c yp3A4
活性の増加は､ D H EA -S 1 6α水酸化活性には影響を及ぼす ことなくコ ルチゾ - ル6β
水酸化活性を上昇さ せる と考えられ ､ もし顕著な CY P3 A 4の 増加が起 こ っ て い ると
す るな らば､ 尿中 6β- O H F/C 比 と 1 6α 一 水酸化 D H E A/C R E比 の 出生後の変化の パ
タ - ン に差が認 められる はずで ある o また ､ 第Ⅱ章の 1
'
n v l
'
tT O の検討 にお いて ､
DH E ATS の 存在は C Y P3A 7 による コ ルチゾ - ル 6β水酸化活性を活性化させ たこと
から､ 出生後の 尿中 6β- bH F/C 比の 経日的低下は CY P3A 7酵素量の変動に よるも
の で はなく , DH E A-S の濃度低下による も の と考える こ とも で きる o しか しながら､
前述の ごとく ､ 血中 DH E A- S 濃度は少なくとも出生後 1週間まで は大きく低下して
おらず, そ の 可能性は低い と考えられる ｡ 従 っ て ､ 満期で 出生 した新生児 にお いて
は, 少なく とも出生後 1週間まで は C Y P3A 4活性の顕著な上昇はなく､ C Y P 3A7活
性の低下の みが起 こ っ て い る可能性が高い と考えられた ｡
次に ､ さ らに長期的に C Y P 3A酵素活性の変化を追う目的で , 1名の 女児 に つ いて ､
出生後 1年まで経時的に尿中 6β- O H F/C 比お よび 16α - 水酸化 DH E A/C R E比の測
定を行 っ た ｡ 尿中 6β- OH F/C 比は出生後 4 日目まで低下 し､ そ の 後増加 に転じた｡
一 方 ､ 尿中 16cr 水酸化 DH E A/C R E比 は､ 出生後 6 日目まで速やか に低下し, そ
の後は緩やか に低下し､'6 ケ 月以降の 尿中 16cr 水酸化 D H E Aは検出限界以下とな
っ た ｡ 今回 , 1 年間の変化を追う こ とが で きたの は 1 例 の み で あ っ たた め ､ 確定的
な こ とは言えな い が ､ CY P3 A 7活性は出生後約 1 週間まで に急激に低下し, そ の後
緩やかな低下に転じる と同時に C W 3 A 4活性が徐々 に立 ち上が っ て くる も の と考え
られた o h c r oix 等は､ 胎児 ､ 新生児 ､ 乳児期の ヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い ､
出生後の テ ス トス テ ロ ン 6β一 水酸化酵素活性および D H E A 16c r 水酸化酵素活性の
変化を経時的に測定した (15)｡ 彼らは ､ 出生後 1週間以内の短 い タ ー ム で の変化に
つ い て の検討は行 っ て い な い が ､ テス トステ ロ ン 6β- 水酸化酵素活性は出生後経時
的に上昇 し､ 1 才を越える と成人 と同レベ ル に達する こ と､ 一 方 ､ D H E A 16α - 水酸
化酵素活性は､ 出生後は成人と比 べ て 高い 活性を示すが ､ そ の 後 1 才まで経時的に
低下したと報告して い る o これは ､ 肝臓中の CY P3A 4の 発現 と C Y P3A7 の 減少は
並行して 同時に起 こ っ て い る ことを意味し､ 本研究における 1 年間の 尿中ス テ ロイ
ド代謝物の変化と矛盾しな い もの で ある ｡
最後に ､ 本研究で得られた結果を基に ､ C Y P 3Aによる薬物代謝活性が出生後如何
に変化するか に つ い て考察を試みた｡
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仮に ､ 出生後 1週間まで は C Y P 3A 7の 量的減少の みが起こり､ D H EATS の 濃度
低下はな い o さらに ､ 生後 1 週間以降 C W 3A 7の減少 と C W 3A 4の 発現が並行し
て 同時に起こ り ､ か つ DH E A-S 濃度が徐々 に低下する と俊定する｡ この 場合､ 出生
後 1週間までは ､ C Y P3A 7の 量的な減少に よる活性低下の みが起こ ると考えられる ｡
ただし ､ 薬物毎の クリア ランス は C Y P3 A 7による代謝活性の大小および D H E Ais
の 活性 へ 及ぼす影響 (活性化ある い は阻害) の違い に より異なる と考えられる ｡
cB Zお よび N V Pの C Y P3A 7に よる代謝活性は C W 3A 4と比較して顕著に低値
を示したが , 両案物とも DH E A-S の存在 により C YP3 A 7による代謝が活性化を受
けた ｡ よっ て ､ C Y P3 A 7お よび D H E A- S とも高含量で存在する こ の 時期､ ある程
度 の クリア ランス を有して い る可能性が考えられ る ｡ Singh 等は､ 10名の新生児 に
おける C BZの体内動態 パ ラメ - 夕の 算出を行 っ ており ､ 彼らは新生児 の消失半減期
(Tl/2) は約 24時間と報告して い る (51)｡ これは ､ 成人の 初回投与時の 平均 35
時間 ､ 反復投与後 10- 2 0時間(52)と比較して ､ ほぼ同等と い える o また ､ M iro chnick
等 は､ H Ⅳ 母子感染防止目的で rW Pを出産前に母親に投与し､ 母親お よびその 子
供の N V P血中濃度を経時的に測定し､ 体内動態パ ラメ ー タ を算出した (53)｡ 出生
時の 子供の 血中 N V P濃度は母体側とはぼ同濃度で あり ､ 興味深 い こ とに ､ rW Pの
Tl/2 は , 母親とほとん ど変わらな い値 を示 した ｡ N V P代謝の 一 部には C YP2 D 6(8
位 ､ 12位水酸化)､ C Y P 2B 6(3 位水酸化) が関与する とされて い るが (54)､ こ の
時期の C Y P2 D 6は酵素量 ､ 活性とも成人 と比較して極めて低い ことが報告されて い
る (55). また ､ CW 2B 6は , 成人 にお い て肝総 C Y P に占める割合は低く (56)､
新生児肝に おい て は存在しな い か存在した として も極めて低含量 と考えられる ｡ よ
っ て これらの 分子種が新生児期の N V P代謝に寄与して い る可能性は低く ､ 新生児期
に おける N V P代謝は CY P3A7 に よる もの と考えられ る o この 様に ､ in vltTO にお
ける C Y P3A 7による C BZ および N V Pの 代謝活性は低い もの の ､ DH E A- S の 存在
に より代謝が活性化を受け る こ とから､ in v l
'
vo にお い て新生児は成人 と比較して遜
色な い Tl/2 を示す の で はな い か と考えられた ｡
一 方､ T Z Mお よび E血 に関して は､ DH E A∵S に よる代謝活性化がな い こ と ､ さ
らに 1
'
n vltT O で の C Y P3A 7による代謝活性は CYP3A 4による代謝活性と比較して
低値で あ っ た こ とか ら､ こ の 時期 の 1
'
n vfvo で の T Z Mおよび E Mの代謝活性は低い
こ とが予測される ｡ T ZM お よび E Mの 新生児期の体内動態 に関する報告は見あたら
な い が ､ T Z M と同じベ ンゾジアゼ ピン系薬物で あるミグゾラムの 新生児期に おける
クリア ラ ンス は ､ 小児 ､ 成人 と比 べ て顕著に低い とする報告がある (57, 58)0
また､ Z NS は 1
'
n vlt:TO にお い て は C Y P 3A 4 と C Y P3 A 7 による代謝酵素活性に顕
著な差が認められなか っ たが ､ C YP3A7 に よる Z N S代謝は D H E A- S の 存在により
阻害を受けた こ とから ､ DH E A- S が高濃度に存在する この 時期の Ltl V l
'
v o における
クリア ラ ンス は他 の薬物 と比 べ て必ずしも高い とはい えない と考えられた ｡
次 に ､ 出生後 1 週間以降の変動に 関 して で あ るが ､ 総 C Y P3A酵素量は変わらず
に C W 3 A 7と C Y P3 A4 の 比率が変化す る とす る と , 今回検討を行 っ た薬物に対す
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る代謝活性はいずれも C Y P 3A 4の 方が C Y P3A 7より も高か っ た ことから , C YP3A4
酵素量 の増加に伴 っ て 代謝活性は上昇す る と予測 され る ｡ た だ し ､ そ の 代謝に
c y p3 A7 の寄与が大きい薬物､ D H E A-S により C Y P3A 7による代謝が活性化され
る薬物にお い て は , C Ⅵヲ3A 7酵素量および D H E ATS 濃度の低下に よる影響が大き
く ､ 活性の 立ち上がりが遅れる 可能性が考えられ る ｡ い ずれ に して も､ C YP3A 7か
ら C Y P3A 4へ の 変換は過去の報告 (15) および本研究 の 出生後 1年間の 尿中ステ ロ
イ ド代謝物の測定結果より ､ 1年以内に ほぼ完了す る もの と考えられた｡
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第五節 ホ 括
尿中6β- O H F/C 比お よび16α - 水酸化 DH E A/C R E比 をそ れぞれ C YP 3A活性 ､
C Y P 3A 7活性の指標と し､ C YP 3A 7と C YP 3A 4活性が出生後如何に変動す るかに
つ い て検討 を行 っ た o さら に ､ 出生後の C W 3 A 7お よび C Y P 3A 4活性の変化 によ
り ､ 各種薬物代謝活性が如何に変動す るか に つ い て考察を行 っ た｡
1 . 出生当日の 尿中 6β- O H F/C 比は､ 在胎週齢および体重 と有意な正 の相関が認め
られ ､ 満期以前で 出産した新生児 の C Y P 3A活性は ､ 満期で 出生 した新生児に
比 べ て低 い こ とが示唆された . また ､ 出生 当日の 尿中 6β- OH F/C 比 に､ 性､ 出
産方法 (経歴出産､ 帝王切開) による差は認められなか っ た ｡
2
. 在胎週齢 37以上で出生した新生児 の尿中 6β- O H F/C 比は出生後経日的に低下
し ､ 出生後かなり早 い時期に C Y P3A酵素の質的ある い は量的変化が起こ っ て
い る こ とが示唆された . 一 方 ､ 在胎週齢 37未満で 出生 した新生児 において は ､
尿中 6β- O H F/C 比は低値 の まま出生後 14日目まで大 きな変動がみられなか っ
た こ とか ら､ 未熟児 で は満期で 出生 した新生児 と異な る C Y P3A の 発達過程を
とる可能性が示唆された ｡
3 . 出生後の 尿中 16c r 水酸化 DH E A/C R E比は ､ 尿中 6β- O H F/C 比同様､ 軽日的
な減少が認められ ､ そ の 7 日目 まで の低下率は､ 尿 中 6β- O H F/C 比 のそれ と
ほぼ同様で あ っ た ｡ よ っ て ､ 出生後 1週間まで の 期間は C Y P3A 7活性の低下の
みが起 こ り, C Y P3A 4活性の 上昇は起 こ っ て いない と考えられた ｡
4 . 尿中 6β- O H F/C 比お よび 16c r水酸化 DH E A/C R E比を出生後 1年まで軽時的
に測定を行 っ た結果 ､ 出生後約 1 週間まで は両者とも速やかに低下したが ､ そ
の 後は､ 16cr 水酸化 D H E A/C R E比は緩やかに減少を続ける 一 方 ､ 6β- O H F/C
比は増加 に転じた｡ 本結果 より､ C Y P3 A7 活性は出生後桁 1 週間まで は比較的
速やかに低下し､ そ の後緩やかな低下に転じる と同時に C W 3A 4活性 が徐々 に
立 ち上が っ七くる も の と考えられた ｡
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総 括
本研究で は, 新生児期に 剖ナる適正な薬物投与設計を可能にす るた め の 基礎的デ
- 夕を得 る こ と を目的に ､ 新 生 児期 の薬物代謝 に お い て 特 に重要と考えられる
c yp3A による薬物代謝酵素活性に つ い て検討 を行 っ た ｡ そ の 結果を以下に要約する ｡
1 . バキ ュ ロ ウイル ス ー 昆虫細胞系 に より発現させた C Y P3 A 4および CY P3 A 7を用
い ､ 各種薬物および内因性ス テ ロ イ ド代謝酵素活性の差異につ い て 比較検討を
行 っ た ｡ 発現 C Y P3A 4および C YP3 A 7による薬物代謝酵素活性は､ 今回検討
を行 っ た 5種の薬物 (C BZ, N V P､ TZ M､ E M､ Z N S) すべ て で C Y P3 A7 によ
る代謝酵素活性は C Y P3A 4に よるそ れを下回 っ たが ､ 活性の 差は薬物に より異
なる こ とが明らかとな っ た o また , C Y P3A 4 と CY P 3A 7 による N V Pお よび T ZM
水酸化 にお い て 部位療向性 の差異が認められた こ とか ら ､ 活性部位内部におけ
る基質の配置は両酵素間で差があ る こ とが示唆された ｡ 内因性ス テ ロイ ド代謝
酵素活性におい て ､ DHE A､ DH E A∵S の 16c r水酸化酵素活性は C Y P3A7 の方
が C YP3A 4よりも高か っ たが ､ テス トス テ ロ ン ､ コ ルチゾ - ルおよび ア ンドロ
ステ ン ジオン 6β一 水酸化酵素活性は C Y P3A 4の方が CY P3A 7よりも高か っ た｡
反応速度論的検討より , C W 3A 4 と C Y P3A 7の 代謝活性の違い ほ基質と酵素の
ア フ ィ ニ ティ ー の 差よりも最大代謝酵素活性の違い による と考 えられた ｡ また､
c yp3 A 4にお い て は 一 部の 基質で非 Micha elis - Me nten 型 の 反応速度論曲線を
示したが ､ C Y P 3A 7にお い て は今回検討したす べ て の 基質で Micha elis - Mente n
型 を示した｡ (第Ⅰ章)
2
. 発現 C Y P3 A 4､ C W 3 A7 お よびヒ ト成人肝ミ ク ロ ゾ ー ム ､ 胎児肝ホモ ジネ - ト
を用 い , 各種薬物代謝酵素活性に及ぼす内因性ス テ ロ イ ドの 影響に つ い て検討
を行 っ た. 発現 C W 3 A 4および ヒ ト成人肝ミク ロ ゾ ー ム にお い ては ､ アン ドロ
ゲン に より C B Z 10,1 トエ ポキ シ化 , N V P 2- , 1 2一 水酸化酵素活性が活性化さ
れたが ､ E M N一 脱メチル化､ Z N S還元酵素活性は逆にア ン ドロゲン に より阻害
された. 一 方 ､ 発現 C Y P 3A 7お よび胎児肝ホ モ ジネ - トにお い て は ､ DH E A-S
に より C B Z 10,l l- エポキシ化酵素活性が活性化された ｡ C Y P3A 4に よる C B Z
IO
,
1 トエ ポキシ化 の 反応速度論曲線は､ ア ン ドロ ス テ ンジオ ン添加 に よりシグ
モ イ ド型から Michaelis - Menten 型 に変化した ｡ そ の 理 由 として ､ ア ン ドロス
テ ン ジオ ンは site -1 へ の 親和性が高い ため ､ C B Z に代わ っ て site - 1 を占有す
る こ と となり ､ C BZ代謝 にお い て site - 1 の存在が無視で きる こ とに なるためと
考えられた o CY P3A 7に よる C BZ 10,1ト エ ポキシ化および DH E A∵S 16a 一 水
酸化は ､ 両基質 の 共存に お い て互 い の 代謝を阻害しなか っ た こ と ､ い ずれ の 反
応速度論曲線も Michaelis- Menten 型で両者の共存 に よ っ て も反応速度論曲線
の 型 に変化が認められなか っ た こ とか ら､ 両者はそれ ぞれ独立 の site で酵素と
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相互作用するもの と考えられた ｡ また､ こ れ ら内因性ス テ ロイ ドに よる C BZ代
謝の 活性化は ､ site - 1 へ これ ら effe ctor が結合する こ とで の活性部位 の構造変
化､ ある い は活性部位内で の 基質同士 の 相互作用 に より C B Zの site- 2 へ の 親
和性が増加したため と考えられた ｡ (第Ⅱ章)
3 . 尿中 6β- O H F/C 比お よび 16α - 水酸化 DH E A/C R E比をそれぞれ C YP3A活性､
I
C Y P3A 7活性の指標と し､ C Y P3 A 7および C Y P3A 4活性が出生後如何に変化
す るか につ い て検討 を行 っ た o 尿中 6β- O H F/C 比 ､ 16cr 水酸化 DH E A/C R E
比 は共 に 出生後 7 日目まで ほぼ同様の パ タ ー ンで経日的に低下した こ とから ､
出生後 1週間まで の期間は C Y P 3A 7活性の低下の みが起 こり ､ C W 3A 4活性の
上昇 は起こ っ て い な い もの と考 えられた ｡ さらに生後 1 週間以降は ､ 16α 一 水酸
化 D H E A/C R E比 は緩やかに減少を続ける 一 方､ 6β- O H F/C 比は増加に転じ
た こ とか ら, CY P3 A 7活性が緩やかに低下す る と同時に C Y P3A 4活性が徐々 に
上昇して くる もの と考えられた ｡ (第Ⅲ章)
4 . 以上 の 結果より ､ 新生 児期の C Y P3A活性に つ い て以下の ごとく考察を行 っ た ｡
出生後 1 週間まで は ､ C Y P3 A 4の 活性上昇はほ とんど起 こ っ て い ない と考えら
れ るため ､ この 期間 の CY P3A 活性は C Y P3 A 7活性に依存す る と考えられる o
つ まり､ CY P3A 7の 活性低下に伴う薬物代謝酵素活性の低下が起こ る と考えら
れ る ｡ C Y P3 A 7 によ る薬物代謝酵素活性は C Y P3A 4に比 べ て低値で ある が ､
DH E A∵S が高濃度で存在する こ の 時期､ C BZや N V Pの ように DH E A- S によ
りそ の 代謝が活性化を受ける も の で は , 一 概 にクリア ラ ンス が低い とはい い 切
れな い と考えられた o 一 方､ T Z Mおよび E Mに関して は, C Y P3A 7 による代謝
活性が C YP3 A 4に比較して低い こ と ､ さらに D HE A-S による代謝活性化がな
い ことか ら, この 時期の in v l
'
vo で の クリ ア ランス は低い ことが推察された.
また､ Z N Sの C W 3A 4 と C W 3A 7による代謝酵素活性には顕著な差が認めら
れなか っ たが ､ C Y P3A 7 による Z N S代謝は DH Eβ卜S の 存在に より阻害を受け
た こ とか ら､ この 時期の ク リア ラ ンス は他の 薬物と比 べ て 必ずしも高い とはい
えな い と考 えられた ｡
新生児期の薬物代謝能 に 関して は現在､ 未解明な部分が非常に多い が ､ 本研究で
得られた基礎的デ - 夕 は, 安全な新生児期の薬物療法 の発展 に寄与で きる もの と考
えて い る ｡
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